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dcneoSTX:  decarbamoilneosaxitoxina. 
dcSTX:  decarbamoilsaxitoxina. 
DSP:  intoxicación diarreica por consumo de molusco. 
DTXs:  dinofisistoxinas. 
EFSA:  Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria.  
EGMP:  fosfato de metacrilato de etilenglicol. 
ELISA: ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas. 
EMS: espectro de masas aumentado. 
EPI:  escaneo de iones producto aumentado. 
eq: equivalentes. 
ESI:  ionización por electrospray. 
FAO:  Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la  
Agricultura. 
g:  gramo. 
GTXs: gonyautoxinas. 
GYMs:  gimnodiminas. 
HABs:  floraciones algales nocivas. 
HPLC: cromatografía líquida de alta eficacia. 
HPLC-FLD:  HPLC con detección fluorescente. 
 
HPLC-UV:  HPLC con detección ultravioleta. 
I-CTXs:  ciguatoxinas del Océano Índico.  
i.p.:  intraperitoneal. 
kg:  kilogramo. 
L:  litro. 
LC-MS:  cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. 
MBA:  bioensayo en ratón. 
mg:  miligramo. 
mL: mililitro. 
MS/MS: cromatografía de masas en tándem. 
MU:  unidades de ratón. 
neoSTX:  neosaxitoxina. 
ng:  nanogramo. 
NSP:  intoxicación neurotóxica por consumo de molusco. 
OA:  ácido okadaico. 
PC:  peso corporal. 
P-CTXs: ciguatoxinas del Pacífico. 
PlTX: palitoxina. 
PnTXs: pinnatoxinas. 
PP1: fosfatasa proteica 1. 
PP2A: fosfatasa proteica 2A. 
PSP: intoxicación paralizante por consumo de molusco. 
PSTs: toxinas paralizantes de molusco. 
PtTXs:  pteriatoxinas. 
PTXs: pectenotoxinas. 
SPATT:  seguimiento de la toxina mediante adsorción en fase sólida. 
SPXs:  espirólidos. 
SPR:  resonancia de plasmón superficial. 
STX:  saxitoxina. 
TTX:  tetrodotoxina. 
UE:  Unión Europea. 
UPLC:  cromatografía líquida de ultra eficacia. 
YTXs:  yesotoxinas.  
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En los últimos años, las aguas costeras de muchos países han experimentado 
una tendencia creciente y preocupante en la incidencia de floraciones de algas 
nocivas, en inglés <<Harmful Algal Blooms (HABs)>>. El término HAB es muy 
amplio y abarca floraciones de muchos tipos, aunque todas tienen una 
característica en común y es que, causan daño, ya sea por la producción de 
toxinas o por la biomasa acumulada que afecta a los organismos que coexisten 
alterando la dinámica de la cadena alimentaria. Las HABs se caracterizan por 
la proliferación de determinadas especies de microalgas tóxicas o nocivas que 
provocan a menudo discoloraciones en la superficie del mar. Estas algas 
pueden causar intoxicaciones y muertes de seres humanos, mamíferos 
marinos, aves, peces y otras formas de vida oceánica, debido a que producen 
toxinas que son transferidas en la cadena alimentaria.  
En la mayor parte de los casos, las HABs están formadas por microalgas 
inocuas y no constituyen ningún peligro para el ecosistema si se dan en zonas 
abiertas con buena tasa de renovación del agua. No obstante, éstas pueden 
resultar perjudiciales si se forman en bahías y ensenadas con escasa 
circulación. 
Como consecuencia de las HABs, el número de toxinas y especies tóxicas así 
como las pérdidas económicas en el sector pesquero, en el productor de 
moluscos bivalvos y en la industria transformadora han aumentado en las 
últimas décadas. Los factores que más han influido en la extensión de este 
problema han sido el calentamiento global y el efecto antropogénico. La 
intensidad de las actividades humanas, que se llevan a cabo en las zonas 
costeras ha producido importantes modificaciones en la estructura de la línea 
de costa y un deterioro de la calidad de sus aguas. Además, el enriquecimiento 
de nutrientes relacionado con la contaminación (eutrofización) y la introducción 
de especies foráneas, ya sea mediante mecanismos naturales de dispersión o 
a través de las aguas de lastre de los barcos, ha contribuido a incrementar este 
problema. La diversidad de especies de algas nocivas y sus efectos presentan 
por lo tanto un reto significativo para los responsables que gestionan los 
recursos costeros, sin que por el momento se puedan predecir ni puedan ser 
evitadas. 
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Por lo tanto, el desarrollo de métodos de identificación y detección de estos 
productos tóxicos es un objetivo fundamental de la comunidad científica 
internacional. 
 
1.1. Toxinas marinas 
Las toxinas marinas se definen como los productos secundarios, con actividad 
tóxica originados por el metabolismo de algunas especies de microalgas 
fitoplanctónicas (dinoflagelados, diatomeas y cianobacterias). De las 5000 
especies de microalgas existentes, cerca de 2000 dinoflagelados, existen unas 
100 especies capaces de producir poderosas toxinas en su metabolismo. Estas 
toxinas son compuestos bioactivos de distinta naturaleza química que pueden 
presentar efectos hemolíticos, neurotóxicos o enterotóxicos dependiendo de su 
estructura, estado de conversión, dosis y susceptibilidad del consumidor, sea 
éste humano o animal. Dentro de las diatomeas marinas solamente las del 
género Pseudo-nitzcshia han sido relacionadas con la producción de toxinas [1, 
2]. En cuanto a las cianobacterias, se estima que más del 50% de las 
floraciones de cianobacterias de aguas continentales, son tóxicas [3]. Si bien 
otras bacterias están además implicadas en la producción de neurotoxinas que 
afectan gravemente a la salud humana [4, 5].  
Históricamente la clasificación de las toxinas marinas ha sido abordada desde 
diferentes perspectivas, en particular: similitud estructural, distribución 
taxonómica y filogenética, propiedades químicas (polaridad, carácter 
lipofílico…), en base a su modo de acción o de acuerdo con los síntomas 
observados en humanos [5-7]. Pero con el tiempo, la aparición de nuevas 
toxinas y los avances en los estudios farmacológicos hicieron insuficiente esta 
clasificación. Desde el 2004, expertos de la Organización de las Naciones 
Unidas para la Alimentación y la Agricultura (FAO), recomiendan la clasificación 
de las toxinas marinas en función de su estructura química [8].  
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1.1.1. Clasificación de las toxinas marinas 
En base a la clasificación de la FAO se pueden distinguir los siguientes grupos 
de toxinas: 
 grupo de la saxitoxina y sus derivados, que inducen la intoxicación 
paralizante por consumo de molusco (paralytic shellfish poisoning, 
PSP). 
 grupo del ácido domoico y sus derivados, causantes de la intoxicación 
amnésica por consumo de molusco (amnesic shellfish poisoning, 
ASP). 
 grupo de la tetrodotoxina y sus derivados. 
 grupo de las ciguatoxinas, responsables de la intoxicación ciguatérica 
por consumo de pescado (ciguateric fish poisoning, CFP). 
 grupo de las palitoxinas. 
 grupo del ácido okadaico y sus derivados, que inducen la intoxicación 
diarreica por consumo de molusco (diarrheic shellfish poisoning, DSP).  
 grupo de las pectenotoxinas. 
 grupo de las yesotoxinas. 
 grupo de los azaspirácidos. 
 grupo de las brevetoxinas, que causan la intoxicación neurotóxica por 
consumo de molusco (neurotoxic shellfish poisoning, NSP). 
 grupo de las iminas cíclicas. (Ejemplo: gimnodiminas y espirólidos). 
 
 Grupo del ácido domoico 
El ácido domoico (DA) es un compuesto natural perteneciente a la categoría de 
los kainoides aislados de diversas fuentes marinas, incluidas macro y micro 
algas. El DA se identificó por primera vez como la toxina responsable del 
síndrome ASP que ocurrió en Canadá en 1987 tras el consumo de mejillones 
contaminados (Mytilus edulis) [9]. La causa del DA en estos mejillones fue una 
proliferación de las microalgas del género pseudo-nitzschia [10]. Desde 
entonces, el DA ha provocado la mortalidad de cientos de aves marinas [11, 
12], mamíferos y peces [13-15]. El DA también ha sido detectado en varias 
especies de moluscos en todo el mundo, incluyendo Estados Unidos, Nueva 
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Zelanda, México y varios países europeos como Francia, Portugal, Irlanda y 
España [16-19]. Originalmente, fue descubierto como un producto del alga roja, 
Chondria armata, y aislado posteriormente de otras microalgas rojas y varias 
especies de diatomeas, principalmente del género Pseudo-nitzschia 
(multiseries, pseudodelicatissima, australis, seriata,…) [10, 20-22]. Aunque el 
DA era la toxina mayoritaria, otros análogos han sido identificados en estos 
organismos así como en los tejidos de otros moluscos (berberechos, almejas, 
mejillones, ostras o navajas) [18, 23]. 
El compuesto original es un amino ácido tricarboxílico, termoestable e 
hidrosoluble cuya estructura química, que se presenta en la figura 1, es muy 





Figura 1: Estructura del ácido domoico. 
 
El mecanismo de acción del DA se caracteriza por la activación de los 
receptores de glutamato en el sistema nervioso central. El DA tiene una alta 
afinidad por el ácido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico y las 
subunidades de los receptores de kainato que están presentes en el sistema 
nervioso central de los mamíferos [25]. La interacción de DA y estos receptores 
de glutamato provoca la despolarización de la célula y como consecuencia la 
disfunción y la muerte celular [26, 27]. Los síntomas clínicos de la intoxicación 
ASP incluyen trastornos gastrointestinales, fuertes dolores de cabeza, pérdida 
de la memoria, pérdida de equilibrio, alteraciones de la visión, desorientación, 
convulsiones, agitación, coma y muerte [28, 29]. 
En la Unión Europea (UE), así como en Canadá y los Estados Unidos el límite 
reglamentario para el DA es de 20 mg DA/kg en los tejidos comestibles. Varias 
técnicas analíticas han sido desarrolladas para la detección del DA y sus 
                                                                                                                                   Introducción 
 6 
análogos en muestras de agua, algas y moluscos. La cromatografía líquida de 
alta eficacia (HPLC) con detección ultravioleta (HPLC-UV) fue el primer método 
analítico para la determinación del DA [30-32] y todavía es el método más 
empleado en la actualidad. De hecho ha sido validado y estandarizado como 
método de referencia para la cuantificación del DA [33, 34]. Además, el método 
basado en el ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) también ha 
sido validado [35] y se utiliza oficialmente en la UE para fines de cribado. Estos 
métodos tienen límites de detección lo suficientemente bajos como para 
detectar el DA a una concentración de 4,5 mg/kg de carne de molusco (CM). 
Esta dosis se estableció como la cantidad máxima que debe contener una 
porción de 400 g de CM para no superar la dosis de referencia aguda (ARfD) 
de 30 µg DA/kg peso corporal (PC) [36]. Además, la técnica de cromatografía 
líquida con detección por espectrometría de masas (LC-MS), puede ser una 
herramienta valiosa para la determinación rápida y selectiva del DA y sus 
isómeros en extractos crudos de molusco [37]. Se han desarrollado otros 
métodos químicos tales como biosensores basados en la resonancia de 
plasmón superficial (SPR), electroforesis capilar [38] y ensayos en cultivos 
neuronales [24]. Pero estos métodos se utilizan en raras ocasiones y todavía 
no han sido validados en estudios interlaboratorios [36]. 
 
 Grupo de las ciguatoxinas 
Las ciguatoxinas (CTXs) son productos del metabolismo de las toxinas 
producidas por los dinoflagelados bentónicos del género Gambierdiscus toxicus 
[39]. Los peces herbívoros concentran las toxinas cuando se alimentan de 
algas asociadas con Gambierdiscus y posteriormente son transferidas, 
transformadas y acumuladas en el hígado, músculo, piel y espinas de los peces 
carnívoros de gran tamaño llegando así a los niveles más altos de la cadena 
trófica. G. toxicus es también la fuente de otros tipos de toxinas marinas como 
las maitotoxinas y el gambierol [39]. 
Estructuralmente, las CTXs son compuestos lipídicos poliéteres solubles y 
relativamente estables al calor, formados por 13 y 14 anillos unidos por enlaces 
éter con una estructura muy rígida del tipo escalera (figura 2) [40]. Son un 
grupo de más de 20 análogos, de los cuales 12 han sido caracterizado 
estructuralmente y se clasifican en tres grupos según su distribución 
                                                                                                                                   Introducción 
 7 
geográfica: CTXs del Caribe (C-CTXs), del Pacífico (P-CTXs) y del Océano 
Índico (I-CTXs) [41]. 
 
 
Figura 2: Estructura de la ciguatoxina (P-CTX-1). 
 
Las CTXs son consideradas como la causa principal de la intoxicación CFP en 
los seres humanos. La CFP es endémica de las regiones tropicales y 
subtropicales con arrecifes coralinos, sin embargo su incidencia está 
aumentando en otras partes del mundo debido a la expansión y desarrollo del 
comercio internacional de varias especies de peces tropicales [42]. 
Recientemente estas toxinas han sido detectadas en el Mediterráneo [43, 44] y 
en el Atlántico, a la altura del paralelo 28 de latitud Norte [45, 46].  
Las CTXs se caracterizan por su unión con alta afinidad al sitio 5 de los canales 
de sodio dependientes de voltaje. Esto resulta en un aumento intracelular de 
iones Na+ y también de iones Ca+2, una despolarización de la célula y en la 
aparición de potenciales de acción espontáneos en las células excitables [47, 
48]. Los síntomas de la intoxicación se caracterizan por gastroenteritis aguda 
(vómitos, diarrea, náuseas y dolor abdominal), seguido de trastornos 
neurológicos, alteraciones cardiovasculares, síntomas músculo-esqueléticos y 
disestesia [49]. 
Actualmente no hay límites reglamentarios para las CTXs en la UE. Sin 
embargo de acuerdo a la legislación vigente, los productos pesqueros que 
contengan CTX o tetrodotoxina no deben ser colocados en el mercado [50]. Así 
mismo, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) no ha podido 
establecer una ARfD para estas toxinas debido a la limitada información de 
esta clase de toxinas marinas [51]. 
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En los últimos años se han desarrollado métodos para determinar la presencia 
de las CTXs y su distribución. Dentro de los métodos biológicos más usados y 
tradicionales está el bioensayo en ratón (MBA) a pesar de su falta de 
especificidad [52]. Más recientemente se han utilizado anticuerpos policlonales 
y monoclonales para ELISA [53], además de ensayos celulares o de 
citotoxicidad [40, 54], y la evaluación cuantitativa de la actividad biológica 
mediante la utilización del patch-clamp [55]. También se han desarrollado 
técnicas analíticas basadas en la LC acoplada a espectrometría de masas en 
tándem (MS/MS) y cromatografía líquida de ultra eficacia (UPLC) para la 
determinación de CTXs en extractos de pescado [46, 56, 57]. 
 
 Grupo de las palitoxinas  
La palitoxina (PlTX) es una de las toxinas no proteicas más potentes conocidas 
hasta la fecha. Fue originalmente aislada del zoántido palythoa toxica en los 
arrecifes coralinos de las islas Hawaianas [58]. Posteriormente, la PlTX y varios 
de sus análogos fueron detectados en diferentes especies tropicales de 
Palythoa [59-61] y dinoflagelados bentónicos del género Ostreopsis (O. ovata, 
O. siamensis, O. mascarenensis) [62-64]. Aunque se describieron por primera 
vez en Hawai y Japón, estas toxinas están actualmente distribuidas por todo el 
mundo. En la última década se ha informado de floraciones de Ostreopsis en 
cuatro países europeos: Francia, Grecia [65-67], Italia [68] y España [69, 70]. 
La estructura química de la PlTX, que se presenta en la figura 3, posee una 
larga cadena de alquilo, parcialmente insaturada (con ocho dobles enlaces), 7 
















Figura 3: estructura química de la palitoxina. 
 
La distribución, toxicología, modo de acción, y métodos de detección de la PlTX 
se han revisado recientemente [67, 72-74]. La principal diana biológica de la 
PlTX parece ser la bomba ATPasa Na+ / K+ de la membrana plasmática, que 
participa en el mantenimiento de los gradientes iónicos de trans-membrana de 
las células animales y que es esencial en numerosas funciones celulares [75-
77]. La unión de la PlTX inhibe el funcionamiento de la ATPasa y produce la 
formación de un poro, permeable a cationes monovalentes, destruyendo así el 
gradiente iónico en la membrana citoplasmática. Estas alteraciones de la 
membrana celular desencadenan una serie de señales intracelulares que 
pueden dar lugar a contracciones del músculo liso y esquelético y varios 
efectos biológicos adversos [78]. Las PlTXs representan un riesgo para el ser 
humano por diferentes rutas: ingestión, inhalación y dérmica [79, 80]. Los 
síntomas de la intoxicación incluyen vasoconstricción, hemorragia, ataxia, 
debilidad muscular, fibrilación ventricular, hipertensión pulmonar, isquemia, y la 
muerte [67]. 
En la actualidad, no existe una normativa para el control de las PlTXs en 
pescados y mariscos, pero la EFSA ha propuesto una ARfD de 0,2 µg PlTX/kg 
PC y ha recomendado que para no exceder esta dosis, una porción diaria de 
400 g de CM no debe contener más de 30 µg de la suma de PlTXs por kg de 
carne [81]. 
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Se han utilizado numerosos ensayos y análisis para detectar PlTXs entre los 
que se incluyen, inmunoensayos [82-84], ensayos de neutralización para la 
actividad hemolítica [85], métodos químicos basados en la espectroscopia 
infrarroja, ultravioleta, MS, electroforesis capilar, LC o biosensores SPR [73, 86, 
87]. Aunque no existe un método oficial de detección, ni como se ha 
comentado una normativa oficial en la UE para su control. 
 
 Grupo del ácido okadaico 
El síndrome DSP es causado por un grupo de compuestos poliéteres 
liposolubles que incluyen, el ácido okadaico (OA) y varios de sus análogos 
estructurales, las dinofisistoxinas (DTXs), DTX-1 y DTX-2 así como un grupo de 
formas esterificadas de estas toxinas.  
Los primeros episodios de DSP tuvieron lugar en Holanda en la década de los 
60 [88], seguidamente se registraron a finales de los años 70 en Japón, donde 
ocasionaron grandes problemas en el cultivo de vieiras [89]. Se señaló al 
dinoflagelado Dinophysis fortii como el causante de estos episodios [90]. Desde 
entonces, más de 1300 casos han sido registrados en este mismo país entre 
1976 y 1982, en España más de 5000 casos en 1981 y aproximadamente 3300 
en Francia en 1983. En 1984, la industria del mejillón permaneció cerrada 
prácticamente todo el año en Suecia por las toxinas DSP. Actualmente, estas 
toxinas están ampliamente distribuidas en todo el mundo siendo especialmente 
importantes en Europa y Japón, donde aparecen de manera estacional [91-93].  
El OA debe su nombre a la esponja marina de donde se aisló originalmente, 
Halichondria okadaii [94], mientras que las DTXs lo deben a uno de los géneros 
de dinoflagelados que las producen, Dinophysis (D. fortii, D. acuminata, D. 
acuta, D. norvegica, D. mitra, D. rotundata, D. tripos, D. caudata, D. sacculus) 
[95, 96]. También pueden ser producidas por dinoflagelados del género 
Prorocentrum (P. lima, P. concavum o P. maculosum, P. redfieldi, P. Arenarium 
y P. belizeanum) [97, 98]. Las toxinas DSP se acumulan en los moluscos 
filtradores, especialmente mejillones y ostras, aunque también pueden 
encontrarse en almejas, vieiras, navajas y cangrejos [99, 100]. Dado que son 
sustancias lipofílicas tienden a ser más abundantes en las partes grasas del 
animal. 
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La identificación estructural del OA y la DTX-1 se esclareció por primera vez en 
1982 [101], seguidamente la DTX-2 fue aislada a partir de mejillones tóxicos en 
1992. Estas toxinas están formadas por una cadena de 38 carbonos con un 
grupo carboxilo en el C-1 y un grupo hidroxilo en el C-7 y se diferencian entre sí 
en el número o la posición de grupos metilo (Figura 4). Estos compuestos 
pueden ser acilados con ácidos grasos, saturados o insaturados a través de la 
esterificación del grupo hidroxilo en el C-7 produciendo una mezcla de ésteres 
de 7-O-acilo globalmente designados como DTX-3 [102].  
 
 
Figura 4: Estructura de las principales toxinas del grupo del ácido okadaico. 
 
En cuanto a su mecanismo de acción, el OA, la DTX-1 y DTX-2 son potentes 
inhibidores de las fosfatasas de proteína con residuos de serina/treonina, 
especialmente de la PP1 y PP2A [103, 104]. Este mecanismo de acción es 
probablemente el responsable de la inflamación del tracto intestinal, diarreas y 
efecto promotor de tumores [105, 106]. Estas fosfatas están involucradas en 
múltiples procesos de regulación celular, tales como el metabolismo, el 
transporte y la secreción en la membrana, la contractilidad y la división celular. 
Algunos autores señalan que la causa de la diarrea en el ser humano es la 
hiperfosforilación de las proteínas que controlan la secreción de sodio de las 
células intestinales o a un aumento de la fosforilación de las proteínas 
citoesqueléticas o de unión, responsables de regular la permeabilidad de los 
solutos, lo que ocasiona una pérdida de fluidos [107, 108]. Los principales 
síntomas de la intoxicación derivan, por lo tanto en trastornos puramente 
gastrointestinales, como náuseas, vómitos, diarrea y dolor abdominal, que 
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aparecen entre 30 minutos y unas horas después de la ingestión de los 
moluscos contaminados. La recuperación completa se observa después de tres 
días. Actualmente todavía no se ha registrado ningún caso de intoxicación 
mortal en humanos, ni tampoco en aves, peces ni mamíferos marinos.  
El análisis de este grupo de toxinas representa un aspecto clave en los 
programas de monitoreo de todo el mundo. El MBA se estableció como método 
oficial de detección de las toxinas DSP, sin embargo este método no se 
considera el más adecuado ya que puede dar lugar a resultados cruzados con 
otras toxinas lipofílicas apareciendo falsos positivos en la detección. 
Actualmente en la UE el límite máximo permitido para el OA y las DTXs 
(incluidas pectenotoxinas) es de 160 µg OA equivalentes (eq)/kg de CM [109]. 
Además, la EFSA indica que una porción de 400 g de CM no debe contener 
más de 45 µg de OA eq/kg CM para así no exceder la ARfD (0,3 µg OA eq/kg 
PC) [110]. 
Para detectar estas toxinas la regulación EC Nº 2074/2005 establece que se 
pueden usar distintos tipos de bioensayos que difieren en la porción analizada 
(hepatopáncreas o cuerpo entero) y en los disolventes empleados en el 
proceso de extracción y purificación. Además se pueden utilizar métodos de 
detección alternativos como la HPLC con detección fluorescente (HPLC-FLD), 
el LC-MS, inmunoensayos y ensayos de inhibición de fosfatasas, sólo si 
demuestran que son tan efectivos como los métodos biológicos [111]. 
Recientemente la técnica del LC-MS ha sido validada por los laboratorios de 
referencia de toxinas de la UE en un estudio de validación interlaboratorio [112] 
para la detección de toxinas lipofílicas. Se han realizado varios estudios para 
comprobar la exactitud, precisión y la recuperación de este método [113, 114]. 
Sin embargo, se ha visto que el método necesita definirse mejor para obtener 
cuantificaciones adecuadas sin errores y así asegurar la protección de los 
consumidores [115]. 
 
 Grupo de las pectenotoxinas. 
Las pectenotoxinas (PTXs) son una familia de poliéteres macrocíclicos que 
contaminan moluscos en muchas partes del mundo, incluyendo, Australia [116], 
Croacia [117, 118], Irlanda [119], Italia [120], Japón [95, 121], Nueva Zelanda 
[122], Noruega [95, 123], Portugal [99, 124], España [125], Rusia [126] y Reino 
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Unido [127]. Aparecen a menudo con las toxinas del grupo del OA ya que son 
producidas por el mismo género de dinoflagelados, Dinophysis. El primer 
dinoflagelado identificado como productor fue D. fortii [128] pero posteriormente 
las PTXs se encontraron en D. acuminata, D. norvegica, D. rotundata, D. acuta 
y D. caudata [95, 125, 129, 130]. Se detectaron en moluscos por la alta 
toxicidad aguda mostrada en el MBA después de la inyección intraperitoneal 
(i.p.) de extractos lipofílicos [131, 132]. Debido a la asociación con el OA y las 
DTXs, las PTXs han sido tradicionalmente incluidas en el grupo de las toxinas 
DSP, sin embargo varios estudios en animales indican que las PTXs son 
mucho menos tóxicas por vía oral y no inducen diarrea. Por esta razón y 
porque tienen una estructura química diferente a la del OA, las PTXs han sido 
clasificadas como un grupo independiente. A pesar de su aparente falta de 
toxicidad oral, las PTXs son tóxicas en ratones por vía i.p. [133] y por ello son 
una posible fuente de falsos positivos en la detección de toxinas DSP cuando 
se utiliza el MBA. 
Estructuralmente se parecen al OA en el peso molecular, en que tienen éteres 
cíclicos y un grupo carboxílico en la molécula, sin embargo se diferencian en 
que el grupo carboxílico está en una forma de lactona macrocíclica (macrólido) 
[134] (Figura 5). La PTX-1 y PTX-2, principales pectenotoxinas del grupo, 
fueron inicialmente aisladas de las vieiras japonesas Patinopecten yessoensis 
[131, 135]. Hasta la fecha se han aislado y caracterizado quince compuestos 
distintos. A diferencia de la mayoría de los análogos, que han sido aislados de 
varias especies de Dinophysis, la PTX-1, PTX-3 y PTX-6 no están presentes en 
las microalgas sino que son formadas por el metabolismo de la PTX-2 en los 
tejidos de los moluscos. Por lo tanto, estas toxinas son el resultado de 
conversiones enzimáticas en donde el grupo metil en el C18 de la molécula de 
la PTX-2 es progresivamente oxidado a un alcohol (PTX-1), a un aldehído 












Figura 5: Estructura de las principales pectenotoxinas. 
 
A pesar de que las toxinas del grupo de las PTXs no comparten el mismo 
mecanismo de acción que las del grupo del OA (ambas registradas de manera 
conjunta en la normativa europea), se tienen que incluir en el mismo límite 
regulador (160 µg OA eq/kg CM) [109] y los métodos de detección son los 
mismos que para las toxinas del grupo del OA [112]. Basándose en los datos 
de toxicidad del MBA, la EFSA estable que para no exceder la ARfD (0,8 µg de 
PTX2 eq/kg PC), una porción de 400 g de CM no debe contener más de 120 µg 
de PTX2 eq/kg CM [137]. 
 
 Grupo de las yesotoxinas  
Las yesotoxinas (YTXs) representan un grupo de compuestos poliéter 
liposolubles producidos por los dinoflagelados de las especies Protoceratium 
reticulatum, Lingulodinium polyedrum y Gonyaulax spinifera [138-140]. El 
compuesto principal del grupo es la YTX-1, cuya estructura planar se estableció 
primero y fue la base para la determinación de sus análogos [141]. Su 
estructura se compone de 11 anillos éter encadenados formando una cadena 
principal de 47 carbonos, una cadena lateral de 9 carbonos y dos grupos 
sulfónicos (Figura 5).  
La YTX-1 se aisló por primera vez en 1986 en la Bahía de Mutsu, Japón [141] 
de la glándula digestiva de Patinopecten yessoensis, una vieira que dio su 
nombre a la toxina. Desde entonces, las YTXs han sido identificadas en 
                                                                                                                                   Introducción 
 15 
moluscos de Noruega [142], Chile, Nueva Zelanda [143], Reino Unido [127], 
Canadá [144], Rusia [126], Italia [145], España y Estados Unidos [139]. 
Actualmente se conocen 40 derivados naturales de la YTX que han sido 
identificados y caracterizados mediante estudios de espectroscopia de 
resonancia magnética nuclear y/o LC-MS. Algunos son producidos 
directamente por dinoflagelados, mientras que otros son producidos por el 





Figura 6: Estructura de la yesotoxina. 
 
Las YTXs fueron originalmente incluidas entre las toxinas responsables de DSP 
principalmente porque coexisten en muestras de molusco contaminado y son 
coextraídas en la misma fracción lipofílica que el OA y las DTXs. Sin embargo, 
las YTXs no son diarreogénicas y comparadas con el OA muestran 4 veces 
menos potencia en la inhibición de la PP2A [148]. Estudios toxicológicos en 
ratones revelan que la YTX es más tóxica que las toxinas DSP por vía i.p [107], 
por el contrario su toxicidad oral es más débil ya que dosis de 1 mg/kg no son 
letales para los roedores [148-152]. Esta es la principal causa de los falsos 
positivos en la detección de toxinas DSP en el MBA. Por esta razón se propuso 
que la YTX y todos sus análogos fueran excluidos del conjunto de las toxinas 
DSP y pasaran a formar parte de un grupo propio. En cuanto al mecanismo de 
acción, se ha demostrado que la YTX modula la homeostasis del calcio en 
linfocitos humanos [153, 154] y disminuye los niveles intracelulares del 
adenosina monofosfato cíclico a través de la activación de las fosfodiesterasas 
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celulares en estas mismas células [155-157]. Por otro lado la YTX produce 
apoptosis en células de neuroblastoma y en células humanas HeLa por 
activación de caspasas [158-160], e induce la disrupción del sistema E-
caterina-catenina en células epiteliales [161]. 
Actualmente, la EFSA establece un límite de control superior para las YTXs de 
1 mg de YTX eq/kg [162] y los métodos establecidos para detectarlas son los 
mismos que para las toxinas del grupo del OA, aunque con limitaciones en el 
uso de disolventes [112]. Así mismo, la EFSA concluyó que para no exceder la 
ARfD de 25 µg de YTX eq/kg PC, una porción de 400 g de CM no debe 
contener más de 3,75 mg YTX eq/kg CM [163]. 
Este grupo de toxinas también puede ser detectado mediante métodos 
electroforéticos [164], de fluorescencia de polarización [165], ELISA [166] y 
biosensores SPR [167, 168], entre otros. 
 
 Grupo de los azaspirácidos. 
Los azaspirácidos (AZAs) son un importante grupo de biotoxinas lipofílicas que 
causan intoxicación por consumo de moluscos. El primer episodio tóxico se 
produjo en Holanda en 1995 tras el consumo de mejillones (Mytilus edulis) 
importados de la costa de Irlanda [169]. Los síntomas de dicha intoxicación 
fueron similares a los producidos por el síndrome DSP, pero caracterizados, en 
el MBA, por la aparición de signos de neurotoxicidad con dificultad respiratoria 
y una lenta parálisis progresiva antes de la muerte [170, 171]. De la carne de 
estos mejillones se extrajo el AZA1, cuya estructura está formada por un 
sistema de anillos azaspiro de 5 y 6 miembros, uno de ellos unido a un anillo 
2,9-dioxobiciclononano y en el otro extremo de la molécula un ácido carboxílico 
(Figura 7) [172-174]. A raíz de una segunda intoxicación causada por el 
consumo de mejillones procedentes de Irlanda que tuvo lugar en 1997 [175], se 
aislaron y definieron estructuralmente dos análogos del AZA-1, el 8-
metilazaspirácido (AZA2) y 22-dimetilazaspirácido (AZA3) [176, 177]. En menor 
cantidad se identificaron el AZA4 y AZA5, derivados hidroxilados del AZA3, 
menos frecuentes en la naturaleza [178]. A partir del año 2002, se identificaron 
6 nuevos análogos, (AZA6-11). Los AZA4-AZA11 sólo han sido aislados a partir 
de extractos de marisco, mientras que los AZA1-AZA3 también han sido 
identificados en los extractos de células de Protoperidinium crassipes [179], lo 
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que sugiere que el resto de los análogos son productos de la bioconversión en 





Figura 7: Estructura de los azaspirácidos. 
 
Aunque inicialmente los AZAs solo aparecían en mejillones (Mytilus edulis) 
procedentes de Irlanda [180], más tarde se detectaron en otros moluscos 
bivalvos, como ostras (Crassostrea gigas, Ostrea edulis), vieiras (pecten 
maximus), almejas (Tapes phillipinarium), berberechos (Cardium edule) y 
también en peces (Ensis siliqua) y cangrejos (Cancer pagurus) [181, 182]. Del 
mismo modo, moluscos contaminados con AZAs han sido detectados en áreas 
como el noroeste de Inglaterra y sureste de Noruega [180], noroeste de Francia 
y España [183] y noroeste de Marruecos [184]. 
Existen algunas evidencias de que los AZAs, a diferencia de las toxinas DSP, 
pueden acumularse no sólo en el hepatopáncreas (glándula digestiva), sino 
también en las gónadas [183] y en el músculo abductor [185, 186]. Sin 
embargo, la distribución de una toxina a través de los diferentes órganos en el 
mismo animal es muy difícil de estudiar debido a problemas de contaminación 
cruzada entre órganos. Parece ser que el AZA1 es la toxina predominante en 
las glándulas digestivas y el AZA3 predominante en el resto de los tejidos [181]. 
En cuanto al mecanismo de acción de estas toxinas, hay varios trabajos 
publicados que apuntan a que los AZAs modulan los niveles de Ca+2 citosólico 
en linfocitos humanos, tienen efectos en el pH intracelular y además el AZA1 
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disminuye la viabilidad celular en cultivos neuronales. Estudios in vitro también 
sugieren que el AZA1 afecta al citoesqueleto de actina en las células no 
adherentes [187-190]. Sin embargo, la diana intracelular de estas toxinas 
todavía no se ha determinado con certeza. 
La UE determinó que el nivel máximo de AZAs (AZA1-AZA3) en los moluscos 
bivalvos, equinodermos, tunicados y gasterópodos marinos es de 160 µg de 
AZA1 eq/Kg CM (medido en el cuerpo entero o cualquier parte consumible por 
separado) [109, 111]. La EFSA estableció una ARfD de 0,2 µg AZA1 eq/kg PC 
y que para no exceder esta dosis, una porción de 400 g de CM no debe 
contener más de 30 µg AZA1 eq/kg CM [191]. La detección y cuantificación de 
estas toxinas se realiza habitualmente mediante las técnicas de LC-MS/MS 
[113, 192-194]. 
 
 Grupo de las brevetoxinas 
Las brevetoxinas (BTXs) son potentes neurotoxinas producidas por el 
dinoflagelado Karenia brevis (anteriormente conocido como Gymnodinium 
breve y Ptychodiscus brevis) [195]. Este dinoflagelado aparece de forma 
natural en el Golfo de México, Mar Caribe y a lo largo de las costas de Nueva 
Zelanda y regularmente produce floraciones en las costas de Florida y Texas 
[196]. Se han identificado otras especies de algas productoras de BTXs, 
incluyendo Karenia y Chatonella en todo el mundo [197]. Estos dinoflagelados 
son los responsables de grandes mortandades de peces y otros animales 
acuáticos, incluidos mamíferos marinos [198, 199], a través de la exposición 
directa durante las HABs, o indirectamente en la cadena alimenticia. Muchos 
moluscos que se alimentan por filtración acumulan BTXs sin efectos adversos 
evidentes. Sin embargo, la presencia de estas toxinas en sus tejidos representa 
un riesgo significativo para la salud humana. 
El grupo de las BTXs está formado por más de 10 derivados poliéteres 
liposolubles. Todas estas toxinas derivan de dos esqueletos básicos formados 
por un anillo lactona y 10 (tipo A) y 11 (tipo B) anillos éter (figura 8) [200, 201]. 
Dentro del grupo B se incluyen los análogos más abundantes en la naturaleza, 
las BTX-2 y 3, y las formas 5, 6, 8 y 9. El grupo A se caracteriza por presentar 
una estructura más flexible lo que determina una mayor potencia de acción, 
dentro de este grupo se encuentran los análogos 1, 7 y 10 [202]. 





Figura 8: Estructura de las brevetoxinas. 
 
El síndrome NSP se debe principalmente a la despolarización de la célula por 
acción de las BTXs, a través de la activación de los canales de sodio 
dependientes de voltaje. De esta forma se alteran las propiedades de 
membrana de las células excitables favoreciendo el flujo de iones Na+ hacia el 
interior de la célula inhibiendo las transmisiones neuronales en el músculo 
esquelético [203, 204]. Los signos y síntomas de la intoxicación son 
principalmente gastrointestinales (dolor abdominal, náuseas, vómitos, diarrea) y 
neurológicos (ataxia, mialgias, parestesias, y reversión de la sensación de 
temperatura). Estos aparecen en el período de 30 minutos a 3 horas después 
del consumo de marisco contaminado y duran unos pocos días [205]. Aunque 
las BTXs se han relacionado con la muerte de peces, aves marinas y algunos 
mamíferos [206-208], no se han registrado ni síntomas crónicos ni muertes en 
humanos. Además se han detectado irritaciones de las mucosas por exposición 
a los aerosoles formados a partir de las floraciones de estos organismos [209, 
210]. 
Hasta la fecha las BTXs no han sido notificadas en moluscos o pescados 
procedentes de Europa, y actualmente no hay límites reglamentarios para 
estas toxinas a nivel de la UE. Sin embargo, el descubrimiento de nuevas algas 
productoras de BTXs y la tendencia expansiva de la distribución de las 
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floraciones de algas, indican que podrían producirse también en Europa. En la 
actualidad, el método de detección aceptado para las BTXs es el MBA con el 
uso de éter dietílico para la extracción de los tejidos de molusco [211]. 
Básicamente cualquier nivel detectable de BTXs por cada 100 g de carne se 
considera potencialmente no apto para el consumo humano. En la práctica, la 
toxicidad de residuos ≥ 20 unidades ratón (MU)/100 g de carne, lo que equivale 
a 80 µg/mL BTX-2 equivalente, fue adoptado como el nivel de orientación para 
el cierre de zonas de recolección en Estados Unidos, México y Nueva Zelanda 
[8, 212].  
Como alternativa al MBA se han desarrollado estudios in vitro (ELISA) [213], 
inmunoensayos [214] y ensayos de unión a receptor [215]. Otros métodos han 
sido desarrollados basados en la SPR [216], inmunosensores [217] y 
biosensores neuronales [218]. Además se han empleado métodos analíticos 
para la detección de este grupo de toxinas, como la técnica LC-MS [219, 220] y 
la cromatografía capilar [221]. 
 
 Grupo de las iminas cíclicas 
Las iminas cíclicas son un grupo heterogéneo de compuestos químicos 
naturales con características comunes macrocíclicas y la presencia de un 
grupo funcional imino. Este grupo incluye las gimnodiminas (GYMs) [222], 
espirólidos (SPXs) [223], pinnatoxinas (PnTXs) [224], pteriatoxinas (PtTXs) 
[225], prorocentrólidos [226, 227] y espiro-prorocentrimina [228]. A excepción 
de los SPXs, los cuales parecen tener una distribución global, las otras iminas 
cíclicas sólo se han encontrado en ciertos lugares y en un grupo taxonómico 
limitado de especies. Así las PnTXs sólo se han encontrado en los bivalvos 
Pinna attenuata y Pinna muricata [224, 229]. Estas toxinas están presentes en 
las costas de Nueva Zelanda, Japón y Australia y recientemente se han 
encontrado en moluscos de Europa y Noruega [230]. Por otro lado, las PtTXs 
se aislaron en Japón de los bivalvos Pteria penguin [225] pero no han sido 
encontradas en Europa. El origen de las PnTXs y PtTXs es todavía 
desconocido pero se sospecha que son de origen marino, probablemente los 
dinoflagelados, en base a su alto grado de similitud estructural y características 
comunes con los SPXs y las DTXs [231, 232]. Sin embargo, los 
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prorocentrólidos y espiro-prorocentriminas son producidas por los 
dinoflagelados del género Prorocentrum [226, 228]. 
Los SPXs y las GYMs fueron descubiertas en la década de los 90, durante la 
vigilancia rutinaria de toxinas lipofílicas en los extractos de moluscos bivalvos 
en Canadá y Nueva Zelanda respectivamente [222, 223]. Desde entonces han 
tenido una distribución global. Así las GYMs se han detectado también en 
Túnez y Australia y los SPXs en Dinamarca, Noruega, Mar Adriático, Francia, 
Irlanda, Escocia y España, entre otros lugares [233-239]. Los organismos 
productores de SPXs son los dinoflagelados del género Alexandrium (A. 
ostenfeldii y en los últimos años se apunta a A. peruvianum) [240, 241], 
mientras que Karenia selliformis es el productor de las GYMs [242]. 
En cuanto a su estructura, las GYMs son compuestos pentacíclicos formados 
por un anillo de 16 carbonos unido a otro anillo con el grupo imino (Figura 9A). 
Los SPXs poseen el grupo imino unido a un ciclohexano y a un sistema 




Figura 9: Principales estructuras de las gimnodiminas (A) y espirólidos (B). 
 
Aunque su mecanismo de acción no se conoce completamente, se ha 
demostrado que la diana celular de las GYMs y SPXs son los receptores 
nicotínicos y muscarínicos de acetilcolina [243-245]. En la actualidad, estas 
toxinas no han sido relacionadas con intoxicaciones humanas, sin embargo 
debido a la alta toxicidad observada en el MBA por administración i.p., pueden 
suponer una amenaza real para la salud pública. Además pueden ser una 
fuente de falsos positivos en la detección de otras toxinas por MBA [246, 247]. 
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Actualmente, estas toxinas se regulan estableciendo límites basados en la 
toxicidad oral en animales de laboratorio y la EFSA defiende el establecimiento 
de los ARfDs para los diferentes grupos de toxinas. Sin embargo, debido a la 
falta de suficientes datos cuantitativos sobre la toxicidad aguda por vía oral, no 
es posible [248]. Se han desarrollado varios métodos, alternativos al MBA para 
la detección de estas toxinas, como la técnica analítica LC-MS [193, 234, 249] 
y ensayos de fluorescencia de polarización [250-252]. 
 
1.2.2. Grupo de la Saxitoxina. 
La saxitoxina (STX) y sus análogos constituyen un amplio grupo de alcaloides 
naturales neurotóxicos causantes del síndrome PSP, uno de los más peligrosos 
y extendidos del mundo.  
Los eventos tóxicos de PSP han representado un impacto económico en áreas 
comerciales de moluscos de todo el mundo, desde Europa a Estados Unidos, 
Canadá y Chile [253]. En los últimos 40 años han tenido una frecuencia mayor 
y se han extendido a Sudáfrica, Marruecos, Australia, Nueva Zelanda, Japón, la 
India, Tailandia, Taiwán, Filipinas, China, Malasia, etc. [3, 254].  
En ambientes marinos, las STXs son producidas principalmente por los 
dinoflagelados eucariotas del género Alexandrium (A. tamarensis, A. minutum, 
A. catenella, A. andersoni, A. ostenfeldii, A. fraterculus, A. fundyense y A. 
cohorticula), Pyrodinium (P. bahamense var. Compressum) y Gymnodinium (G. 
catenatum) [255, 256]. Aunque las STXs son detectadas mayoritariamente en 
moluscos bivalvos (ostras, mejillones, berberechos, vieiras y almejas), también 
se ha observado su presencia en crustáceos, gasterópodos [257], peces 
planctívoros (salmón, arenque, caballa) [258], algunos tipos de peces globo 
(Tetraodon fangi) y langostas [259, 260]. En agua dulce, las STXs son 
producidas por cianobacterias procariotas pertenecientes a los géneros 
Anabaena (A. circinalis) [261], Aphanizomenon (A. flos-aquae) [262], Lyngbya 
(L. wollei) [263, 264], Cilindrospermopsis y Planktothrix [265]. Las STXs de 
floraciones de cianobacterias provocan la contaminación de agua potable y 
aguas recreativas. Se han detectado altos niveles de toxinas en áreas de agua 
dulce de muchos países, como Australia, Brasil, Estados Unidos, México, 
Alemania y China [266-268]. Además se ha demostrado que algunas bacterias, 
aisladas de diferentes cepas tóxicas de especies de Alexandrium también 
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pueden producir toxinas del grupo de la STX [269, 270]. De hecho, en la Bahía 
de Ofunato, Japón, se atribuyó un incremento en la toxicidad de moluscos 
bivalvos en ausencia de dinoflagelados tóxicos a bacterias productoras de 
STXs [271]. Algunos autores sugieren por lo tanto, que las bacterias pueden 
actuar de forma autónoma y contribuir a la intoxicación de productos derivados 
de la pesca [272]. En este sentido se ha postulado que la producción de toxinas 
puede ser una función inherente de las bacterias marinas y necesaria en su 
proceso fisiológico [273]. 
Las STXs comprenden una gran familia de productos naturales marinos que 
contienen grupos guanidino, responsables de su alta polaridad [274, 275]. Se 
caracterizan por presentar estructuras similares pero cuya toxicidad difiere 
ampliamente. La más tóxica es la STX, su nombre proviene de la almeja 
amarilla, Saxidomus giganteus de donde se aisló por primera vez en 1957 
[276]. En 1975 se sintetizó el primer derivado cristalino de la STX y se identificó 
su estructura [277, 278]. A partir de entonces más de 30 derivados se han 
identificado principalmente en dinoflagelados y moluscos que se alimentan de 
las microalgas tóxicas [8, 279]. En cuanto a la clasificación de los análogos de 
STX, hay varias categorías dependiendo de los autores, pero la más completa 
es la que reúne la existencia de 57 análogos descritos, colectivamente 
nombrados como toxinas paralizantes de molusco (PSTs) [265]. Los análogos 
más comunes son los hidrofílicos y los más ampliamente estudiados [280]. 
Todos ellos comparten un esqueleto en común de tetrahidropurina pero se 
diferencian por las combinaciones de hidroxilos y sulfatos en cuatro posiciones 
de la molécula R1-4 (Figura 10). Dependiendo de los sustituyentes en R4 las 
STXs se dividen principalmente en 3 grupos, que en orden descendente de 
toxicidad son: i) carbamato: STX, neosaxitoxina (neoSTX) y gonyautoxinas 1-4 
(GTXs 1-4), ii) decarbamoil: decarbamoilsaxitoxina (dcSTX), 
decarbamoilneosaxitoxina (dcneoSTX) y decarbamoilgonyautoxinas 1-4 











Figura 10: Estructura de la saxitoxina y sus derivados. 
 
Las STXs se unen de modo específico y reversible al sitio 1 de los canales de 
sodio dependientes de voltaje, situados en la cara externa del canal [281, 282]. 
Bloquean el flujo pasivo de iones sodio hacia el interior de la membrana 
impidiendo la conducción de los potenciales de acción y afectando la 
excitabilidad de los nervios y los músculos [283, 284]. Por esta razón el 
síndrome PSP se caracteriza por una serie de alteraciones neuromusculares 
que aparecen entre 5-30 minutos después de la ingestión de moluscos 
contaminados. Los síntomas dependiendo de la gravedad de la intoxicación, 
pueden ser leves como sensación de hormigueo o entumecimiento alrededor 
de los labios, extendiéndose a la cara y cuello, picazón en los dedos de la 
manos y pies, dolor de cabeza, mareos, náuseas y vómito. En intoxicaciones 
moderadas y severas se produce incoordinación motora, parestesia de brazos 
y piernas, dificultad respiratoria, incoherencia en el habla, parálisis muscular 
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creciente y finalmente insuficiencia respiratoria que puede llegar a causar la 
muerte [285]. 
Actualmente en la UE y en la mayoría de los países americanos y asiáticos, el 
límite máximo permitido para estas toxinas en moluscos destinados al consumo 
humano es de 800 µg STX eq/kg CM (cuerpo entero o partes comestibles) 
[109] y el método oficial de referencia para detectarlas es el MBA [286], aunque 
el método de HPLC-FLD de Lawrence [287, 288] puede ser utilizado 
oficialmente en la UE como una alternativa al método biológico. Los dos 
métodos han sido oficialmente validados en estudios interlaboratorio por la 
Asociación Oficial de Químicos Analíticos (AOAC) y ambos son capaces de 
detectar toxinas del grupo de la STX en el límite reglamentario.  
El procedimiento del MBA fue desarrollado hace más de 50 años por Sommer y 
Meyer [289]. La AOAC lo modificó para contar con un método rápido y 
relativamente preciso para medir el contenido de toxinas PSP totales [290]. El 
método consiste en inyectar i.p. 1 mL del extracto ácido de los tejidos de 
moluscos a ratones de 20 g y monitorizar la sintomatología y el tiempo 
transcurrido hasta la muerte del animal. Si se trata de extractos muy tóxicos, 
estos se diluyen para que la muerte ocurra en un período de entre 5 y 15 
minutos. La toxicidad de la muestra se expresa en MU (1 MU se define como la 
cantidad mínima necesaria para provocar la muerte de un ratón de entre 18 y 
22 g de peso en 15 minutos) y se calcula según las curvas de respuesta a las 
dosis obtenidas con estándares de STX. El límite de detección del ensayo es 
aproximadamente 370 µg de STX eq/kg CM (la mitad del límite permitido), con 
una precisión ± 15-20%. En el MBA se observó que una alta concentración de 
sal en las muestras produce interferencias al disminuir la toxicidad aparente 
[291, 292], que la acumulación de zinc en las ostras provoca la muerte en 
ratones con síntomas neurológicos que se interpretan como causados por PSP 
[293] o que un pH demasiado ácido puede dar lugar a artefactos debidos a 
acidosis [253]. Además, existen limitaciones prácticas como un elevado coste 
(es necesario alimentar y mantener a ratones con un peso determinado), falta 
de sensibilidad (los límites de detección están a menudo cerca de los límites de 
regulación), falta de especificidad (las toxinas no se pueden identificar y 
cuantificar de forma individual) y una alta tasa de falsos positivos y negativos 
[253, 294]. A las dificultades encontradas se le suman consideraciones éticas y 
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legales sobre el uso de animales vivos en el laboratorio que han dado lugar a 
un incremento en la búsqueda de métodos alternativos.  
En las últimas décadas se han desarrollado métodos inmunológicos, como 
ELISA y la inmunocromatografía de flujo lateral [295-297]. Ensayos de unión a 
receptores [298, 299], biosensores SPR [300, 301], sensores químicos basados 
en la transferencia de electrones fotoinducida [302] y biosensores de red 
neuronal [218]. Además de métodos electrofisiológicos [303-305] y ensayos 
fluorimétricos basados en cambios de potencial de membrana [306, 307]. 
Asimismo, las STXs también pueden ser detectadas mediante técnicas 
analíticas como la electroforesis capilar [308] y la LC [287, 309-314]. Mientras 
la mayoría de los métodos citados sólo informan de la toxicidad total de una 
muestra, la técnica de HPLC proporciona una información detallada del perfil 
de toxinas. Por ello, se considera el método de elección para la detección de 
las STXs. Debido a la naturaleza química de estas toxinas, que son altamente 
polares y carecen de un cromóforo sensitivo a la absorción de luz ultravioleta, 
la técnica de detección más frecuentemente utilizada en HPLC consiste en 
obtener un compuesto fluorescente, a través de una reacción de oxidación 
[310, 315, 316]. 
El método de HPLC-FLD con oxidación pre-columna, también llamado “método 
de Lawrence” y desarrollado durante los años 90, ha sido validado por la AOAC 
a través de un estudio interlaboratorial [287] y adoptado como método oficial en 
la legislación de muchos países [288] para la detección de toxinas PSP. Este 
método es aplicable para la determinación de STX, neoSTX, GTX2,3 (juntas), 
GTX1,4 (juntas), dcSTX, GTX5, C1 y C2 (juntas) y C3 y C4 (juntas) en 
moluscos (mejillones, almejas, ostras y vieiras). Las toxinas son extraídas de la 
carne de molusco homogenizada, por calentamiento con ácido acético y 
purificadas mediante extracción en fase sólida. Después de una reacción de 
oxidación con peróxido de hidrógeno y/o peryodato, los productos de los 
diferentes grupos de toxinas son separados por HPLC en fase reversa.  
A pesar de que el método de Lawrence cumple los criterios de seguridad de 
equivalencia al MBA, el método presenta varios inconvenientes cuando se 
aplica en un entorno rutinario y legal [314]. De hecho, se han identificado 
problemas en el método como limitaciones en el rendimiento y la co-elución de 
productos de la oxidación [317]. Además, la falta de estándares de calidad 
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disponibles de todos los análogos hace que el método no esté validado para 
todas las toxinas del grupo de la STX. Estos inconvenientes, entre otros son un 
impedimento para su aplicación como método oficial de control de las STXs en 
la UE. Por lo tanto, este método sigue bajo observación en laboratorios de 
control de toda Europa y de hecho no se utiliza de forma rutinaria como único 
método para vigilar las zonas de producción de moluscos [318]. 
Por otro lado, el método de HPLC-FLD con oxidación post-columna propuesto 
por Oshima [310, 319] ha sido empleado durante años para la detección y 
cuantificación individual de cada una de las toxinas PSP. Este método, 
sometido a continuas modificaciones [312, 314] emplea 3 sistemas isocráticos 
en función del grupo de toxinas que se quieren separar. Por un lado emplea 
ácido heptanosulfónico en un tampón de fosfato de amonio, además de 
acetonitrilo para la separación de las toxinas carbamato (STX, dcSTX, neoSTX 
y dcneoSTX), ácido heptanosulfónico en un tampón de fosfato de amonio para 
la separación de las GTXs 1-6 y dcGTXs 1-4 y tetrabutilamonio en el mismo 
tampón para la separación de las toxinas Cs (C1-4). Las toxinas son separadas 
en una columna de fase reversa antes de la oxidación y la detección 
fluorimétrica. Además, se utiliza ácido peryódico en un tampón de fosfato de 
potasio para oxidar las toxinas y ácido acético para neutralizar la reacción de 
oxidación [223, 311, 320]. 
Los métodos de Lawrence y Oshima han demostrado su capacidad como 
posibles alternativas al MBA. Estos métodos miden de una manera efectiva el 
contenido de toxinas en los tejidos de los moluscos, que contienen una gran 
variedad de análogos. Por ello, muchos laboratorios los utilizan como métodos 
de cribado y para la reducción de animales en los MBA. 
La base de datos toxicológicos de las STXs es limitada y comprende en su 
mayoría estudios sobre su toxicidad aguda tras la administración i.p. En vista 
de esto, y para fines de vigilancia utilizando el método de HPLC-FLD se han 
aplicado factores de toxicidad equivalentes para expresar los datos analíticos 
de los análogos detectados como equivalentes de STX [321]. Basándose en la 
toxicidad aguda, la EFSA estableció una ARfD de 0,5 µg STX eq/kg PC y para 
no exceder esta dosis, una porción de 400 g de CM no debería contener más 
de 75 µg STX eq/kg CM. Así mismo, la EFSA apuntó que no es posible hacer 
una estimación fiable del riesgo que supone el consumo de marisco disponible 
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en el mercado. Principalmente porque hay una alta proporción de muestras en 
las cuales no se detecta una contaminación con STXs. Esto es debido a los 
altos límites de detección de los métodos analíticos aplicados en los diferentes 
países de la UE. Además, las diferencias en la extracción de los moluscos por 
el MBA y el HPLC-FLD de Lawrence podrían dar lugar a la conversión de los 
análogos con baja toxicidad en análogos con alta toxicidad y por lo tanto 
originar diferentes resultados cuando los datos analíticos son expresados en 
STX equivalentes. 
 
1.2.3. Grupo de la Tetrodotoxina 
La tetrodotoxina (TTX) es una potente neurotoxina que se encuentra 
principalmente en las vísceras de muchas especies de peces tetraodóntidos y 
dióntidos, como el pez globo [322]. La mayoría de los casos de intoxicación 
alimentaria por TTX se observan en el suroeste asiático, principalmente en 
Japón [205], donde el “fugu” o pez globo representa una pieza importante en la 
cultura culinaria. Por este motivo el Ministerio japonés de Salud, Trabajo y 
Bienestar publicó una guía para peces globo comestibles en 1983, con 
actualizaciones en 1993 y 1995 [322, 323]. Desde entonces, los accidentes en 
restaurantes especializados han desaparecido, sin embargo muchos casos de 
envenenamiento por pez globo se producen cada año debido al consumo de 
platos preparados en casa con porciones tóxicas de los peces, como el hígado 
y los órganos reproductores. Estos materiales son preparados con pescado 
salvaje que se pesca de forma recreativa. Por otro lado, en Taiwán y China, 
donde está prohibido el consumo de pez globo, también se han producido 
intoxicaciones por TTX debidas al consumo, mayoritariamente de pequeños 
gasterópodos [324, 325]. Otros casos de intoxicaciones alimentarias han 
ocurrido en Tailandia, Bangladesh, Malasia, Hong Kong, Singapur, Australia, 
Madagascar, México y Estados Unidos [205, 326, 327]. 
Aunque la TTX existe sobre todo en aguas tropicales de todo el mundo, esta 
toxina también ha aparecido en las costas Europeas [328]. Esto se debe 
posiblemente a la migración lessepsiana, nombre por el que se conoce la 
entrada a través del canal de Suez de especies marinas procedentes del 
océano Indo-Pacífico hacia el mar Mediterráneo. Este fenómeno ha permitido a 
especies tóxicas asentarse en el Mediterráneo y plantear un problema de 
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intoxicación alimentaria por el alto riesgo de mortalidad sobre todo si contienen 
TTX [329, 330]. Otra posibilidad podría ser un aumento en la temperatura del 
agua como consecuencia del calentamiento global. Como resultado, las 
especies marinas típicas de aguas tropicales y subtropicales, que contienen la 
TTX se adaptan a aguas menos cálidas y a cambios en las condiciones 
medioambientales y dan lugar a intoxicaciones en nuevas áreas geográficas. 
De hecho, se han descrito casos recientes de intoxicación por TTX en la costa 
Israelí [331, 332].  
Durante muchos años se creía que la TTX se encontraba exclusivamente en el 
pez globo, bien de una manera endógena (producida por el propio pez) o 
exógena (tomada del exterior y acumulada en el pez). Desde que en 1965 se 
identificó la TTX en los huevos del tritón Taricha torosa [333], la TTX ha sido 
detectada en una amplia variedad de animales de diferente filo, incluyendo 
artrópodos, equinodermos, moluscos, gusanos (platelmintos y nemertinos), 
tritones y ranas [322, 334]. Además se ha identificado en dinoflagelados de la 
especie Alexandrium tamarense [335] y también en algunas cianobacterias de 
agua dulce [336]. 
En el año 1980, varios estudios se centraron en la búsqueda del origen 
primario de la TTX en la cadena alimentaria, y se observó que esta toxina 
podría ser producida por ciertas especies de bacterias marinas: Vibrio 
alginolyticus, Shewanella alga y Alteromonas tetraodonis. Estas bacterias han 
sido aisladas de organismos que contenían TTX, tales como peces globo [337], 
estrellas de mar [338], el cangrejo xántido Atergatis floridus [339] y el alga roja 
Jania sp. [340, 341]. Por todo esto se consideró que la TTX es de origen 
bacteriano y se acumula en diferentes organismos a través de la cadena 
alimentaria. Estos organismos, muestran una alta resistencia a la toxina y 
parecen poseerla como un mecanismo de defensa biológico [342].  
La TTX fue aislada por primera vez en 1950 como un prisma cristalino a partir 
de peces globo tóxicos [343] y su estructura fue elucidada por tres grupos 
diferentes en 1964 [344, 345]. Posee una estructura heterocíclica rígida que 
contiene diversos hidroxilos y un grupo guanidinio cargado positivamente a pH 
fisiológico. Actualmente se conocen más de 12 análogos de la TTX (Figura 11) 
[345, 346]. Algunos se encuentran químicamente en equilibrio con la TTX por la 
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conversión que sufre esta toxina en el animal [347-349]. Otros, sin embargo se 






Figura 11: Estructura de la tetrodotoxina y varios de sus análogos. 
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Al igual que la STX, la TTX bloquea los canales de sodio de las células 
afectando a la transmisión nerviosa y a la contracción muscular [355-357]. Los 
síntomas de la intoxicación por TTX incluyen adormecimiento de los labios, la 
lengua, parestesia en la cara y extremidades, seguida de una sensación de 
mareo, dolor de cabeza y de estómago, náuseas, diarrea y vómito. En los 
casos más graves se puede producir inconsciencia, parálisis respiratoria, 
convulsiones y muerte [358].  
La toxicidad tanto de los peces globo como de los gasterópodos, moluscos u 
otros animales marinos puede estar afectada por un cambio en las condiciones 
marinas, tales como elevaciones de la temperatura del agua debido al 
calentamiento global. Así mismo, especies marinas típicamente restringidas a 
los trópicos o subtrópicos se están encontrando en zonas norteñas. Debido a la 
migración de estas especies, los acuerdos internacionales de pesca de la UE 
podrían ser modificados. En principio la importación del pez globo y otras 
especies tóxicas no está permitida en algunos países, incluyendo Estados 
Unidos y Europa, y todavía no se han establecido límites reglamentarios para la 
TTX y sus análogos [205]. Con respecto a la legislación actual de la UE, los 
peces tóxicos pertenecientes a la familia tetraodontidae, o productos derivados, 
no deben ser colocados en los mercados europeos [50]. No obstante hay 
regulaciones para la TTX en países como Japón y Korea. Debido a que la 
toxina sólo se acumula en algunas partes del pescado, en estos países el 
control oficial de la TTX no regula la cantidad de toxina en el pescado que se 
puede colocar en el mercado, sino que exige licencias especiales a los 
restaurantes que quieran servir especies que contengan TTX.  
La EFSA no ha publicado ningún documento relacionado con los riesgos que 
suponen las TTXs, pero algunos autores afirman que la dosis letal mínima en 
humanos es de 2 mg, aunque puede variar con factores como la edad, salud y 
sensibilidad a la toxina [323, 359]. Actualmente no existe un método oficial para 
la detección de estas toxinas, sin embargo el MBA se ha utilizado en muchos 
casos para determinar su toxicidad [360]. Otros métodos biológicos han sido 
desarrollados para la detección de TTX como inmunoensayos, ELISA [361, 
362], ensayos con cultivos de neuroblastoma, ensayos hemolíticos [363] y 
además técnicas que utilizan biosensores [364, 365]. No obstante, para obtener 
una información específica de una muestra como el perfil tóxico o la cantidad 
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de una toxina individual, se han desarrollado métodos químicos basados en 
HPLC-FLD [366]. Aunque estos métodos garantizan límites de detección bajos, 
existen diferencias en las intensidades de fluorescencia de algunos análogos 
de la TTX en comparación con la propia TTX, lo que causa problemas en la 
cuantificación [367]. Por esta razón se han desarrollado métodos de LC-MS y 
LC-MS/MS  [209, 367-370]. Estas técnicas analíticas, junto con métodos de 
extracción apropiados han podido determinar la presencia de TTX, no solo en 
los restos de peces y otros animales sino también en la sangre y orina de 
pacientes intoxicados [371, 372]. 
 
1.3. Monitorización de toxinas marinas en el mar 
La contaminación con toxinas producidas por microalgas planctónicas y 
bentónicas es un problema global de salud pública y de protección de la calidad 
de los moluscos [285]. Los episodios tóxicos afectan a muchos de los sectores 
industriales como los productores de moluscos, la industria conservera, plantas 
de depuración e industrias asociadas que trabajan con marisco fresco y 
congelado, restaurantes y el turismo, entre otros. De hecho muchos gobiernos 
están concienciados con este problema e intentan buscar una solución a las 
pérdidas económicas debidas a la presencia de toxinas marinas [212]. Muchos 
países, especialmente aquellos con importantes industrias en la acuicultura y la 
pesca, tienen hoy en día programas de control de toxinas marinas de acuerdo 
con los requisitos de seguridad de alimentaria, de manera que puedan exportar 
a los mercados de la UE [50]. Estas regulaciones incluyen la vigilancia de las 
especies de algas tóxicas y la monitorización de toxinas en los moluscos para 
que estos cumplan con los límites prescritos. Además, algunos países 
complementan los datos de toxicidad de fitoplancton y moluscos con el 
seguimiento de diferentes parámetros medioambientales, que junto con el 
tiempo y las condiciones oceanográficas, constituyen una herramienta válida de 
predicción.  
El objetivo prioritario de un programa de seguimiento es proteger la salud 
pública y establecer un sistema de control de las biotoxinas en los productos 
destinados al consumo humano. Además, proteger los cultivos de peces y el 
mercado de productos marisqueros, constituyendo así una red de alerta 
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temprana de los episodios tóxicos con capacidad de predecir la iniciación, 
duración y desaparición de estos eventos. 
El uso de moluscos para la monitorización de toxinas sigue siendo la mejor 
técnica para determinar si un producto es apto para el consumo humano. Esto 
siempre que se complemente con técnicas de detección que ofrezcan 
selectividad y sensibilidad para todos los tipos de toxinas. Sin embargo, este 
tipo de seguimiento incluye algunas desventajas, como: dificultades en la 
recogida de las muestras, manipulación y transporte hasta el laboratorio, 
interferencias analíticas debido a los efectos matriz, entre otros.  
La vigilancia del fitoplancton se utilizó por primera vez en 1994 en el control de 
biotoxinas marinas en Nueva Zelanda e inmediatamente se tradujo en un 
ahorro sustancial en los costes del muestreo y análisis para la industria 
marisquera [373]. A partir de entonces ha demostrado ser un método eficaz en 
general, fiable y rentable de alerta temprana del desarrollo de las floraciones de 
algas tóxicas y ha facilitado la identificación de los productores de toxina [138, 
374]. A pesar de que el seguimiento del fitoplancton ha aumentado el 
conocimiento de los eventos tóxicos, éste solo ofrece un breve panorama de la 
composición del plancton en un determinado tiempo y lugar. Con frecuencia es 
difícil establecer una clara correlación entre la presencia de fitoplancton tóxico y 
la contaminación de moluscos. Además, la convivencia de especies de algas 
tóxicas y no tóxicas dentro del mismo género, puede conllevar a alertas 
innecesarias. Asimismo, la vigilancia del fitoplancton es un trabajo laborioso y 
requiere de especialistas taxonómicos bien entrenados para la identificación 
definitiva de algunas especies. 
El uso de muestreadores pasivos como un sistema para la vigilancia de la 
distribución de toxinas marinas podría superar algunas de estas cuestiones o 
desventajas ya que ofrece una respuesta integrada en el espacio y en el 
tiempo. Varios autores se centraron en demostrar que el seguimiento de la 
toxina mediante la adsorción en fase sólida, denominado SPATT (en inglés, 
solid-phase adsorption toxin tracking) tiene potencial para proporcionar un 
sistema de alerta temprana integrado en el tiempo [375]. La idea de este 
sistema se basa en la observación de que cuando hay bajos niveles de algas 
tóxicas en la columna de agua, se pueden detectar pequeñas cantidades de 
biotoxinas disueltas [139]. Se ha demostrado que hay una relación entre la 
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detección de toxinas disueltas adsorbidas en una resina sintética, las 
densidades celulares de fitoplancton en la columna de agua y las 
concentraciones más altas de toxinas en los mariscos [375].  
El uso de un sistema de muestreo pasivo tiene las ventajas de su simplicidad y 
bajo coste (almacenamiento, transporte…). Así como, de un muestreo 
integrado en el tiempo y el espacio, simulando la adsorción de los mariscos y 
siendo eficaz en sitios donde estos no existen, por ejemplo en sitios de 
centinela. Además, las matrices son relativamente limpias lo que facilita el 
proceso de extracción y análisis. Asimismo, proporciona una información única 
sobre la aparición de nuevas toxinas, su persistencia ambiental y las 
variaciones en la producción y duración de los episodios tóxicos [376, 377]. 
Este sistema, acoplado con un análisis apropiado (LC-MS, ELISA), ofrece un 
método sensible y capaz de proporcionar una alerta temprana de los eventos 
de floraciones tóxicas. Aunque todavía se requieren estudios adicionales para 
evaluar su eficacia con algunos grupos de toxinas, como las CTXs, PlTXs o 
BTXs, así como determinar sustratos adecuados para su adsorción. 
Actualmente se sigue profundizando en el diseño e implementación de 
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Los fenómenos de floraciones de algas nocivas son un problema mundial de 
salud pública debido a su elevada letalidad, al gran número de intoxicaciones 
alimentarias que producen y a las pérdidas económicas en el sector marítimo y 
pesquero. El incremento en la frecuencia de estas floraciones y la aparición de 
nuevas toxinas marinas, ha hecho necesario aumentar los programas de 
monitorización y el desarrollo de métodos de cuantificación eficaces que 
garanticen bajos limites de detección y sobre todo aseguren la protección del 
consumidor. Es, por tanto, necesario mejorar los sistemas de alerta temprana y 
de detección. El objetivo de la presente tesis doctoral es estudiar la presencia 
de TTX y sus análogos en muestras de gasterópodos y peces recogidos en 
diferentes lugares de las costas europeas, y desarrollar un sistema de 
adsorción pasiva para monitorizar toxinas PSP y toxinas lipofílicas, disueltas en 
la columna de agua. Estas toxinas se cuantificarán utilizando diferentes 




























En esta sección se presentan los resultados obtenidos en la tesis doctoral, que 
incluyen 6 artículos publicados y un artículo sometido a una revista y pendiente 
de publicación. Dichos resultados van acompañados de la descripción de la 
metodología científica utilizada y de las conclusiones obtenidas en cada caso. 
Las publicaciones que se presentan están relacionadas con la detección de 
toxinas marinas, principalmente del grupo de la TTX, STX y toxinas lipofílicas 
en diferentes muestras (moluscos, peces, dinoflagelados…), y con la 
monitorización de algunas de estas toxinas en el agua del mar. 
De este modo los resultados obtenidos se agrupan en tres secciones que se 
resumen a continuación: 
 
3.2. Sección I: Estudio de la presencia de TTX en productos de la pesca 
procedentes de las Costas Europeas. Diseño de un método de detección 
de la tetrodotoxina y sus análogos.  
La TTX es un compuesto natural altamente neurotóxico que actúa bloqueando 
los canales de sodio dependientes de voltaje [355-357]. Tal y como se ha 
descrito en la introducción de esta memoria, la TTX es  producida por bacterias 
marinas y se distribuye sobre una amplia variedad de animales acuáticos a 
través de la cadena alimentaria [342]. La intoxicación por consumo de peces 
contaminados con TTX ocurre habitualmente en países asiáticos [322, 324, 
325], sin embargo se han registrado casos en la costa Israelí [332]. Asimismo, 
esta toxina ha sido detectada recientemente en pescado capturado en las 
costas europeas [328]. 
En 2008, una persona ingresó en el hospital, en Málaga con síntomas de 
parálisis muscular después de haber ingerido parte de la carne de una 
caracola. Aunque ésta fue adquirida en el mercado mayorista de Málaga, en 
realidad fue pescada en la costa sur de Portugal. En el departamento de 
Farmacología se recibieron muestras de esa caracola y se procedió a su 
análisis. Tras un MBA se pensó que la muestra estaba contaminada con 
toxinas PSP. Sin embargo después de un análisis por HPLC se concluyó que 
estas toxinas no eran responsables de la intoxicación. A continuación, por los 
síntomas observados tanto en el paciente como en el MBA se sospechó que la 
                                                                                                                                  Publicaciones 
 39 
muestra podía contener TTX. Por lo que se procedió a estudiar la presencia de 
esta toxina en las muestras de caracola así como en los fluidos del paciente. 
Además se desarrolló un método de LC-MS más complejo para poder 
identificar y separar diferentes análogos de la TTX en muestras de pescado.  
 
A esta sección corresponden las siguientes publicaciones: 
I.1: First toxicity report of tetrodotoxin and 5,6,11-trideoxyTTX in the trumpet 
shell Charonia lampas lampas in Europe. 
I.2: Seafood intoxication by tetrodotoxin: First case in Europe.  
I.3: Liquid chromatography-mass spectrometry method to detect Tetrodotoxin 
and Its analogs in the puffer fish Lagocephalus sceleratus (Gmelin, 1789) from 
European waters. 
 
I.1: Primer caso de intoxicación con tetrodotoxina y 5,6,11-trideoxyTTX 
por consumo de un molusco procedente de las costas europeas. 
 
Resumen 
La TTX es una de las toxinas más potentes aisladas, que se ha encontrado en 
una amplia variedad de animales. En este trabajo, se identificó la presencia de 
TTX y uno de sus análogos en una caracola marina de la especie Charonia 
lampas lampas y en los fluidos de un paciente intoxicado por el consumo de 
ésta. Las toxinas se analizaron mediante MS, microscopía confocal, LC-MS y 
MBA. 
Inicialmente se detectó la presencia de la TTX y el análogo 5,6,11-trideoxyTTX 
en el LC-MS con el espectrómetro de masas operando en el modo EMS (en 
inglés: Enhanced Mass Spectrum). En una segunda medición, con el MS 
operando en modo EPI (en inglés: Enhanced Product Ion) se confirmó la 
existencia de ambas toxinas en las muestras, mediante el estudio de los iones 
fragmentados de cada molécula.  
La TTX y 5,6,11-trideoxyTTX se detectaron en la glándula digestiva de la 
caracola y también en la orina y la sangre del paciente. La concentración de la 
5,6,11-trideoxyTTX detectada en las muestras mediante LC-MS fue tres veces 
superior a la cantidad de TTX. Sin embargo, los resultados obtenidos por MBA 
mostraron que el análogo es mucho menos tóxico que la TTX. En los 
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experimentos de toxicidad in vitro usando células de cerebelo, la muestra de 
caracola mostró una alta toxicidad, pero los niveles de toxina fueron menores 
que en los resultados obtenidos in vivo, probablemente debido a una cierta 
competencia entre ambas toxinas. Este trabajo muestra por primera vez la 
presencia y la toxicidad de TTX y 5,6,11-trideoxyTTX en una caracola recogida 
en las costas Europeas. El método de LC-MS utilizado, se considera una 
herramienta útil para confirmar la presencia de TTX y además para identificar la 
presencia de varios de sus análogos. 
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I.2: Intoxicación alimentaria por tetrodotoxina: Primer caso en Europa. 
 
Resumen 
La TTX es considerada la toxina más letal en el medio marino. Previamente se 
han descrito casos de intoxicación correspondientes al consumo de TTX en las 
regiones tropicales y subtropicales de Asia o en las islas del Pacífico. En esta 
publicación se presenta el primer caso europeo de intoxicación por TTX en un 
paciente que ingirió parte de una caracola (Charonia lampas) procedente del 
océano Atlántico en el sur de Europa. Informe del caso: El paciente sufrió una 
parálisis general, incluyendo los músculos respiratorios, unos minutos después 
del consumo de unos pocos gramos de la caracola. Se necesitó intubación y 
ventilación mecánica durante 52 horas después de la intoxicación. Los 
correspondientes estudios electrofisiológicos no mostraron una excitabilidad 
completa, ni registros de conducción nerviosa o motora. Se ha detectado la 
presencia de TTX en el molusco y en la sangre y orina del paciente por medio 
de la técnica analítica LC-MS. Además, un análisis por MBA mostró cantidades 
extremadamente altas de toxina en el molusco. Por lo tanto, se concluyó que 
pueden aparecer biotoxinas muy perjudiciales en las costas europeas, poco 
habituales en estas latitudes. Este caso debería ser incluido en el diagnóstico 
diferencial de casos similares en Europa y a partir de ahora deberíamos de 
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I.3: Método de cromatografía líquida con espectrometría de masas para 
detectar tetrodotoxina y sus análogos en peces globo Lagocephalus 
sceleratus (Gmelin, 1789) capturados en aguas Europeas. 
 
Resumen 
La presencia de la TTX y sus análogos, 4-epiTTX, 4,9-anhydroTTX, 5-
deoxyTTX, 11-deoxyTTX, 5,6,11-trideoxyTTX, 11-norTTX-6 (S)-ol y 11 - 
norTTX-6 (R)-ol se investigó por primera vez en cinco tejidos diferentes 
(hígado, gónadas, tracto gastrointestinal, músculo y piel) de seis ejemplares del 
pez globo de la especie Lagocephalus sceleratus procedentes de aguas 
europeas (Mar Egeo, Grecia) mediante el uso de la LC-MS de ionización por 
electrospray (ESI), operando en el modo convencional de baja energía de 
disociación inducida por colisión (CID) de MS/MS. Dos isómeros de la 5,6,11-
trideoxyTTX se detectaron en todas las muestras como los principales 
análogos de la TTX, seguido por el análogo 11-deoxyTTX, 11-norTTX-6(S)-ol y 
la TTX. Además, pequeñas cantidades de 4-epiTTX, 4,9-anhydroTTX, 5-
deoxyTTX y 11-norTTX-6(R)-ol, se encontraron en la mayoría de los tejidos 
analizados. En todas las muestras de pez globo, se detectaron mayores niveles 
de toxina en las gónadas, el tracto gastrointestinal y el hígado, mientras que en 
el músculo y la piel las cantidades fueron más bajas. La distribución de la 
toxina en los tejidos de las muestras de los seis ejemplares de L. sceleratus fue 
diferente en función del tamaño de los peces, la zona y la temporada donde 
estos fueron capturados. El método de LC-ESI-CID-MS/MS utilizado en esta 
publicación se propone como una técnica adecuada para la determinación de 
TTX y sus análogos, con un bajo límite de detección (0,08 µg/g).  
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3.3. Sección II: Detección y cuantificación de toxinas PSP en diferentes 
muestras de moluscos y dinoflagelados. 
Dentro de las HABs, solo unas pocas especies de dinoflagelados pueden 
alcanzar altas densidades celulares y sintetizar poderosas toxinas que pueden 
ser peligrosas para el ser humano. Entre ellas, los dinoflagelados del género 
Alexandrium han sido los más estudiados debido a la amenaza que suponen 
las toxinas que producen, el largo número de especies y su amplia distribución 
geográfica [378]. El género comprende aproximadamente 28 especies, pero 
sólo algunas de ellas son capaces de producir toxinas PSP, otras sin embargo 
son especies no tóxicas [379]. Aunque a veces se detectan altas densidades 
celulares de Alexandrium en la columna de agua, no siempre se obtienen 
resultados positivos para toxinas PSP en los MBA realizados en programas de 
monitoreo. Esto puede ser debido a la convivencia de especies tóxicas con 
organismos no tóxicos pero de morfología similar. Por otro lado, el perfil de 
toxinas de los bivalvos y de los dinoflagelados tóxicos es diferente y esto se 
explica en parte por la transformación química y/o enzimática de las toxinas 
una vez que estas son retenidas en los tejidos de los moluscos [380, 381]. En 
general, los moluscos contienen frecuentemente una mayor proporción de 
toxinas carbamato (o una menor proporción de toxinas N-sulfocarbamoil) en 
comparación con los dinoflagelados causantes [382, 383].  
El creciente número de estudios y el desarrollo de métodos moleculares ha 
mejorado la capacidad de evaluar las relaciones evolutivas del género 
Alexandrium y la variabilidad de especies [384-388]. En combinación con estos 
métodos, también se emplean técnicas analíticas para la detección y 
cuantificación de las toxinas PSP tanto en moluscos bivalvos como en cultivos 
de dinoflagelados. Habitualmente se utilizan dos métodos de HPLC-FLD para 
detectar estas toxinas. Por un lado el método de Lawrence, que es el método 
oficial de la AOAC [287] en el que la oxidación de las muestras se realiza antes 
de la separación cromatográfica. Y, por otro lado, el método de Oshima [310] 
en el que la oxidación se produce a la salida de la columna. Ambos métodos 
presentan numerosas ventajas e inconvenientes.  
En este trabajo, se presentan los resultados obtenidos utilizando estas técnicas 
en el análisis de muestras de moluscos y dinoflagelados. 
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A esta sección corresponden las siguientes publicaciones: 
II.1: Dynamics of co-occurring Alexandrium minutum (Global Clade) and A. 
tamarense (West European) (Dinophyceae) during a summer bloom in Cork 
Harbour, Ireland (2006).  
II.2: Comparative analysis of pre- and post-column oxidation methods for 
detection of paralytic shellfish toxins. 
 
II.1: Dinámica de la coexistencia de Alexandrium minutum y A. tamarense 
(Europa occidental) (Dinophyceae) durante una floración de verano en 
Cork Harbour, Irlanda (2006).  
 
Resumen 
El dinoflagelado del género Alexandrium contiene especies productoras de 
neurotoxinas, que han afectado negativamente a la industria de la acuicultura y 
a la pesca en todo el mundo. Las floraciones tóxicas, estacionales, de 
Alexandrium spp. se producen anualmente en la zona del Canal Norte del 
puerto de Cork, Irlanda, donde coexisten poblaciones no tóxicas de A. 
tamarense (ribotipos de Europa Occidental) con A. minutum productoras de 
toxinas PSP. Se realizaron estudios de campo durante una proliferación de 
Alexandrium spp. en el verano del 2006. Para ello, se utilizaron sondas 
fluorescentes específicas para cada taxón en ensayos de hibridación in situ con 
célula entera para la discriminación y cuantificación simultánea de A. minutum y 
A. tamarense en la columna de agua. La floración se produjo después de una 
marea viva débil a principios de junio y las concentraciones de células de 
Alexandrium excedieron 3 x 104 células L-1. A. minutum dominó numéricamente 
sobre A. tamarense durante todo el período de muestreo (con un promedio de 
74%). La máxima concentración de células fue 3,3 x 105 células L-1 en el pico 
de la floración y fue localizada en el extremo oriental del Canal Norte. El 
colapso de la floración coincidió con el aumento de las mareas y cambios 
significativos en las condiciones meteorológicas (aumento de la velocidad del 
viento, menor radiación), lo que llevó a una caída de la temperatura del agua 
de ~ 3ºC en un periodo de siete días. La GTX3 fue una de las toxinas PSP 
dominante mientras que las toxinas Cs se observaron ocasionalmente en las 
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muestras. Suponiendo que A. minutum fuera el único microorganismo 
sintetizador de toxinas PSP, la cuota interna de toxinas estuvo sobre una media 
de 13,4 fmol cel-1, un valor similar al que se observó en experimentos de 
laboratorio. De estos resultados se concluye que la monitorización de especies 
tóxicas de Alexandrium en Irlanda requerirá el uso de métodos moleculares 
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II.2: Análisis comparativo de los métodos de oxidación pre- y post- 
columna para la detección de toxinas paralíticas.  
 
Resumen 
Las toxinas PSP son compuestos naturales altamente tóxicos producidos por 
dinoflagelados comúnmente presentes en el fitoplancton marino. Los mariscos 
contaminados con estas toxinas suponen una amenaza para la salud pública y 
pérdidas económicas a la industria marisquera. Por esta razón, varios métodos 
de HPLC se han desarrollado con el fin de obtener un mejor conocimiento de 
los perfiles de toxinas en los mariscos y muestras de dinoflagelados. Estos 
métodos han sido objeto de continuas modificaciones para mejorar y acortar el 
tiempo de análisis en un seguimiento de control rutinario. En este trabajo, se 
analizaron varias muestras por los métodos de HPLC con oxidación pre- y post- 
columna para comparar el perfil de toxinas. Todas las toxinas PSP fueron 
individualmente identificadas y cuantificadas mediante el método de oxidación 
post-columna. Sin embargo, aunque el método de oxidación pre-columna es 
significativamente más sensible y detecta cantidades más bajas de toxina, 
proporciona un valor total de las toxinas que co-eluyen juntas, como la GTX2 y 
3, GTX1 y 4, dcGTX2 y dcGTX3. Los resultados obtenidos por ambos métodos 
de HPLC mostraron concentraciones de toxinas similares (expresados en 
µg/mL) en muestras de mejillón, sin embargo, cuando las muestras de 
dinoflagelados fueron analizadas, el perfil de toxinas y la concentración fueron 
diferentes. En resumen, el método de oxidación post-columna es preciso para 
determinar la cantidad de cada toxina PSP individualmente y para conocer el 
perfil tóxico real de una muestra. Además, es un método fácil y rápido para 
analizar un gran número de muestras. El método de oxidación pre-columna es 
más apropiado cuando se analizan muestras de mejillón aunque el tiempo de 
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3.4. Sección III: Desarrollo de un sistema de monitorización y alerta 
temprana de floraciones tóxicas en las costas europeas (en el contexto de 
un proyecto europeo SPIES-DETOX). 
 
Actualmente el síndrome PSP es uno de los más extendidos a nivel mundial, 
seguido por el DSP, incluyendo las YTX, AZAs y PTXs. Todas estas toxinas 
son un problema de vital importancia en las costas europeas. Se han detectado 
altos niveles de toxinas PSP, DSP y ASP que han llevado al cierre de zonas de 
recolección de moluscos en toda Europa durante muchos meses. Para 
minimizar las pérdidas económicas que esto supone y para asegurar la calidad 
de los productos, la industria necesita mejorar los sistemas de gestión de 
riesgos. De hecho, desde hace años funcionan programas de vigilancia para la 
detección de las microalgas en la columna de agua y para el estudio de los 
niveles de toxicidad en los moluscos. Sin embargo, es necesario implantar 
sistemas de monitorización más efectivos y constantes en el tiempo que 
permitan controlar la presencia de algas tóxicas en el agua del mar y las 
toxinas producidas y establecer así una relación entre ambas. 
En el presente trabajo y en el contexto de un proyecto europeo (SPIES 
DETOX) [389] se estudió la adsorción pasiva de toxinas PSP y DSP disueltas 
en agua de mar sobre resinas sintéticas y/o polímeros y la posterior extracción 
y detección de estas toxinas. La idea es establecer un sistema sencillo y 
efectivo de alerta temprana de las floraciones de algas tóxicas que impida la 
contaminación de los moluscos. Además, este sistema permitirá proteger a los 
consumidores, facilitar la gestión comercial de las zonas de cultivo y evitar la 
recolección de producto contaminado. 
 
A esta parte corresponden las siguientes publicaciones: 
III.1: Study of solid phase adsorption of paralytic shellfish poisoning toxins 
(PSP) onto different resins. 
III.2: Utilisation of solid-phase adsorption toxin tracking (SPATT) as a tool to 
monitor the presence of lipophilic shellfish toxins in the coastal waters of 
Western Europe. 
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III.1: Estudio de la adsorción en fase sólida de las toxinas causantes de la 




El polímero diseñado computacionalmente (CDP), basado en el monómero 
funcional de fosfato de metacrilato de etilenglicol (EGMP) tiene una alta 
afinidad específica para toxinas neurotóxicas causantes de la intoxicación PSP 
como la STX y la neoSTX. Este polímero se evaluó con el fin de ser incluido en 
el sistema de seguimiento de la toxina en fase sólida (SPATT) para su 
implementación en el medio marino. Conjuntamente, se evaluó el poder 
adsorbente de una resina sintética (SEPABEADS® SP700), la cual había sido 
utilizada anteriormente en estudios de adsorción de toxinas lipofílicas y había 
resultado eficaz. Se investigó por lo tanto, la adsorción y eliminación de las 
toxinas PSP sobre y desde el polímero CDP y la resina SP700. Ambos 
adsorbentes se depositaron dentro de bolsas hechas con membrana de diálisis 
y estas a su vez se introdujeron en agua de mar contaminada con toxinas PSP 
y en cultivos de Alexandrium tamarense, productor de toxinas PSP. Además, 
algunas de las bolsas, conteniendo la resina SP700 también se introdujeron en 
una mezcla de cultivos de dinoflagelados compuesta por Alexadrium tamarense 
y Prorocentrum lima, siendo este último un productor de toxinas DSP. El 
polímero y la resina fueron extraídos y analizados para las toxinas PSP 
utilizando la técnica de HPLC. Así mismo, la resina SP700 también fue 
analizada para las toxinas DSP utilizando la técnica de LC-MS. Los resultados 
indicaron que tanto CDP como SP700 son adecuados para la adsorción de un 
amplio rango de toxinas PSP en un período limitado de tiempo (3-7 días). El 
polímero CDP parece ser más adecuado, ya que adsorbe mayores cantidades 
de toxinas PSP, sin embargo la resina SP700 adsorbe toxinas PSP y DSP en el 
mismo rango y por lo tanto puede ser más útil en programas de control. Las 
toxinas PSP se pueden eliminar fácilmente de ambos materiales con el agua de 
lavado o en un medio libre de toxinas. En resumen, tanto el polímero CDP 
como la resina SP700 podrían ser utilizados como un sistema de alerta 
temprana para el seguimiento de las HABs responsables de la intoxicación por 
PSP en aguas costeras europeas. 
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III.2: Utilización de la adsorción en fase sólida para el seguimiento de la 
toxina (SPATT) como un sistema para monitorizar la presencia de toxinas 
lipofílicas en las agua costeras de Europa occidental. 
 
Resumen 
La utilización de la fase sólida para el seguimiento de toxinas lipofílicas es una 
técnica reciente de muestreo pasivo para controlar la presencia de biotoxinas 
marinas en agua de mar que se ha extendido a varios lugares de todo el 
mundo. El presente estudio muestra los resultados obtenidos en el trabajo de 
campo llevado a cabo con bolsas, que contienen resina SP700 distribuidas por 
varias zonas de producción de moluscos de Europa. Se realizó un seguimiento 
in situ de la dinámica de las toxinas durante los eventos de floraciones algales 
en un período de tres años en dos áreas de la Costa Oeste de Irlanda y de 
Escocia y en tres zonas de las Rías Baixas (Galicia, noroeste de España). Se 
estudió la presencia de OA, DTXs y PTXs en extractos metanólicos de las 
resinas utilizando como método de análisis el LC-MS/MS. Las tasas de 
adsorción de las toxinas en las resinas se compararon con la abundancia 
relativa de las especies productoras de toxinas. Los resultados obtenidos 
muestran que las toxinas adsorbidas en las bolsas SPATT se correlacionan con 
la cantidad de células de especies de Dinophysis en la columna de agua. El OA 
se detectó en todos los extractos de resinas y fue la toxina predominante, 
incluso cuando los dinoflagelados no se detectaron en la columna de agua. Las 
concentraciones más elevadas de OA se observaron en Cangas y Moaña 
(Galicia, España) en Agosto y Julio, respectivamente, en el 2007, con niveles 
que van desde 400 hasta 700 ng de OA/g de resina. Estos resultados, 
coincidieron con el cierre de polígonos de extracción de moluscos como 
consecuencia de los resultados positivos en los MBA, realizados en los 
programas españoles de monitorización de moluscos. Tanto en Clew Bay como 
Killary Harbour (Irlanda), los mayores niveles de OA fueron obtenidos en Julio 
del 2009 con una concentración de 300 ng de OA/g de resina y en Loch Ewe 
(Escocia) en Octubre del 2008 y 2009 con cantidades superiores a 100 ng/g. 
Otras toxinas lipofílicas como la DTX-1, DTX-2 y PTX-2 también fueron 
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identificadas en las resinas situadas en todos los puntos de muestreo, a 
excepción de la DTX-1 que no se detectó en Galicia.  
Los resultados de los estudios de campo realizados, demuestran la capacidad 
de la SPATT como un sistema de muestreo integrado en el tiempo, fiable y 
sensible para controlar eficazmente la presencia de toxinas DSP y otras toxinas 
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Utilisation of solid-phase adsorption toxin tracking (SPATT) as a tool to 
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Abstract 
Field utilisation of solid-phase adsorption toxin tracking (SPATT) as a recent passive 
sampling technique to monitor the presence of marine biotoxins in seawater has been 
carried at several locations across the world. The present study reports on the results 
of field work involving the use of SPATT bags filled with SP700 resin which monitored 
in situ toxin dynamics during algal bloom events over a three year period at two 
shellfish production sites off the West Coasts of Ireland and Scotland and at three 
locations off the Rías Baixas (Galicia, NW Spain). Okadaic acid (OA), dinophysis toxins 
(DTXs) and pectenotoxins (PTXs) were detected in the SPATT extracts when analysed 
by liquid chromatography- mass spectrometry. Rates of toxin adsorption onto the resin 
were compared with the relative abundance of toxin-producing algal species. Results 
obtained showed that toxins adsorbed onto the SPATT samplers correlated with the 
amount of Dinophysis spp. cells in the water column. Okadaic acid was the 
predominant toxin detected in all resin extracts, even in the absence of the known 
causative dinoflagellates. The highest OA concentrations were detected in Cangas and 
Moaña (Galicia, Spain) in August and July, respectively in 2007 with levels ranging 
400-700 ng OA/g of resin. Results from the mouse bioassay used in the Spanish 
shellfish monitoring programme as the official testing method controlling the presence 
of diarrhetic shellfish poisoning (DSP) toxins in shellfish led to the closure of these 
shellfish harvesting areas. Clew Bay as Killary Harbour (Ireland), the highest OA levels 
were obtained in July 2009 with concentrations around 300 ng OA/g of resin and in 
Loch Ewe (Scotland) in October 2008 and 2009 with amounts above 100 ng/g. Other 
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lipophilic toxins such as Dinophysis-1 (DTX1), Dinophysis-2 (DTX2) and pectenotoxin-2 
(PTX2) were also identified in the resins deployed in all sampling sites with the 
exception of DTX1 which was not detected in Galicia.  
Results of the field studies reported here demonstrate the ability of SPATT to be a 
reliable and sensitive time-integrated sampling tool to monitor effectively the presence 
of DSP toxins and lipophilic shellfish toxins (LST) produced during algal blooms events.  
 
Keywords: Okadaic acid; dinophysis toxins; pectenotoxins; Dinophysis spp.; SPATT; SP700. 
 
1. Introduction 
The frequency, intensity and geographical distribution of harmful algal bloom 
(HAB) events have increased over the past decades on a global scale 
(Hallegraeff 1995). Shellfish aquaculture is particularly affected by HAB events 
and as a result food safety bodies in shellfish producing countries have 
implemented phytoplankton and biotoxin monitoring programmes to protect 
public health and to reduce the cost of limit economic losses for shellfish 
(Andersen and Throndsen 2003). 
Toxins produced by HAB are transferred to food chain and cause numerous 
human intoxications with different clinical profile. In particular, diarrhetic shellfish 
poisoning (DSP) caused by Okadaic acid (OA) and Dinophysis toxins (DTXs), is 
a widely observed syndrome around the world (Tubaro, Sosa et al. 2008). 
Consumption of shellfish contaminated with high levels of OA-type toxins will 
result in adverse effects such as gastrointestinal disorder, diarrhea, abdominal 
cramps, nausea and vomiting (Garcia, Truan et al. 2005). Furthermore, OA and 
DTX1 have been shown to be tumor promoting substances in animal tests 
(Manerio, Rodas et al. 2008). Although OA and DTXs have been responsible for 
most incidents of DSP, pectenotoxins (PTXs) have been also associated, since 
these toxins usually co-occurs with the OA group and can be produced by the 
same phytoplankton species (e.g. Dinophysis spp.) (Fux, Rode et al. 2008). 
Human illness has occurred as a result of the ingestion of shellfish 
contaminated with PTXs (Burgess and Shaw 2001). HABs are largely 
unpredictable and when they occur in the coastal waters of Western Europe 
where shellfish aquaculture has developed, this result in severe economic 
losses for shellfish producers. In the past 25 years ago, shellfish production 
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areas in Spain, Portugal, France, The Netherlands, Sweden, Norway, Ireland 
and Italy have been closed for periods sometimes extending from several 
weeks up to a year due to DSP levels in shellfish above the regulatory threshold 
(160 µg OA eq./kg) (Van Egmond, Aune et al. 1993; Carmody, James et al. 
1996). Many countries now have programs to monitor biotoxin levels in shellfish 
and control the harvesting of toxic shellfish. There is also a requirement for the 
monitoring of toxic-producing phytoplankton in the water column (MacKenzie 
2010). Although phytoplankton monitoring has proved effective as an early 
warning method it has some disadvantages. First and foremost, it is difficult to 
obtain spatially and temporally integrated water samples as they only provide a 
brief snapshot of the phytoplankton community at one time and place. 
Furthermore, it is a labour intensive task requiring well trained and dedicated 
observers (Rundberget, Gustad et al. 2009; MacKenzie 2010) as some 
phytoplankton species can be difficult to identify. The development of a passive 
sampling technique called solid phase adsorption toxin tracking (SPATT) for the 
detection of dissolved lipophilic marine toxins in the water column brings a new 
environmental tool for scientists who are studying these toxins (MacKenzie, 
Beuzenberg et al. 2004). The use of passive samplers could be very useful in 
toxin monitoring programs due to their ability to accumulate toxins onto the 
receiving phase in-situ. They have also the advantage of providing a spatially 
and temporally integrated response, thereby reducing the number of analyses 
for long time monitoring (Fux, Marcaillou et al. 2008). Moreover, biotoxin 
accumulation by the passive sampler resin mimics the action of bivalves filter-
feeding on phytoplankton. Finally, SPATT samplers are not affected by heavily 
polluted waters and will carry on adsorbing toxins while shellfish might have 
difficulties to survive in harsh environmental conditions. Passive adsorption of 
dissolved toxins from seawater, coupled to sensitive analytical techniques such 
as liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) (Draisci, Palleschi et al. 
1999; Goto, Igarashi et al. 2001; Stobo, Lacaze et al. 2005) can provide an 
easy and rapid testing method for biotoxin monitoring. 
An extensive study which span over three years and took place in some coastal 
waters of Western Europe used the SPATT technique to monitor the presence 
of DSP and PTX toxins during the spring and summer months when the 
likelihood of Dinophysis spp. blooms was the highest. Results obtained after the 
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utilisation of SPATT highlights the potential of this technique to provide a useful 
tool for the screening and early warning of shellfish contamination by lipophilic 
toxins. 
 
2. Material and methods 
2.1. Chemicals 
Solvents and chemicals used in this work were of HPLC or analytical grade. 
Methanol and acetonitrile were purchased from Panreac Quimica S.A. 
(Barcelona, Spain). Ammonium formate was from Sigma Aldrich (Spain) and 
formic acid was from Merck (Spain). Ultrapure water was produced from an 
Arium 611 water purification system (Sartorius, Germany) with a pre-purification 
filter. Standard solutions of okadaic acid (OA), dinophysis toxin-1 (DTX-1), 
dinophysis toxin-2 (DTX-2) and pectenotoxin-2 (PTX-2) were provided by Cifga, 
S.A. (Galicia, Spain). 
 
2.2. Solid phase adsorbent 
The resin used in the SPATT samplers, SEPABEADS ® SP700, is an aromatic 
type adsorbent material based on a cross-linked polystyrene matrix produced 
by the Mitsubishi Chemical Corporation. SP700 is manufactured in the form of 
spherical beads (ca. 250µm diameter) with a surface area of 1200 m2/g and 
pores volume and radius of 2.2 ml/g and 90 Å respectively (www.diaion.com). 
 
2.3. SPATT monitoring locations 
The SPATT bags were deployed at various shellfish harvesting areas in 
Western Europe. The samplers were made of 100 µm polypropylene mesh 
sachets (50 mm width) filled with SP700 resin (12 g) and attached held on lines 
with tie racks at depths of 5 or 7 meters in two sites on the west coast of Ireland 
(Clew Bay and Killary Harbour), two locations on the west coast of Scotland 
(Shieldaig and Loch Ewe) and in the Rías Baixas in Galicia (North West of 
Spain) at three sample points: Cangas, Moaña and Arosa. The study took place 
during 3 years (2007, 2008 and 2009) at the locations above cited. Deployment 
and retrieval of the bags was conducted on a weekly basis (Ireland and 
Scotland) or fortnightly (Galicia). Table 1 summarizes the number of mesh bags 
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deployed at each location, as well as the frequency and the sampling time 
during the three years.  
 
2.4. Toxin extraction 
Once the SPATT sachets were retrieved from seawater, they were returned to 
the laboratories and stored at -20 ºC prior to extraction and analysis. The 
sachets were defrosted at room temperature for 1 hour. The mesh bags were 
turned inside out and so the SP700 resin could be transferred into 250 mL glass 
bottles using a funnel. Deionised water was used to rinse the SP700 from the 
bags into the bottles. A total of 200 mL of water was used to wash and remove 
the resin for each SPATT bag. The bottles containing the resin were shaken by 
hand for 1 minute. A resin aliquot (ca. 4.7 g) was poured into empty 25 mL 
cartridges fitted with 20 µm frits (Ingenieria analitica S.L., Barcelona, Spain). 
These cartridges are installed on a vacuum manifold Chromabond® from 
Macherey-Nagel (Düren, Germany). With the resin inside, this was again rinsed 
with distilled water (100 ± 10 mL) to remove any salts. Interstitial water was 
gently removed from the resin by increasing the vacuum. Then, the resin was 
soaked in methanol (10 mL) and mixed for 1 min before it is left for 30 minutes 
and collected the eluent into a glass bottle. The resin was further eluted with 90 
mL methanol and the eluents were pooled in the same bottle. Ten millilitres of 
the pooled eluent was evaporated to dryness using a centrifugal evaporator RC 
10-22 (Jouan, Thermo, electron corporation, Spain) and re-suspended in 500 
µL methanol. The sample was filtered through 0.45 µm Ultrafree-MC centrifugal 
filter devices (Millipore, Spain) and transferred into a vial prior to analysis by LC-
MS. 
 
2.5. High performance Liquid Chromatography- Mass Spectrometry (LC-
MS) Analysis 
HPLC system was comprised of a binary system of LC-10ADvp pumps, an 
autosampler (SIL-10ADvp) with refrigerated rack, degasser (DGU-14A), column 
oven (CTO-10ACvp) and a system controller (SCL-10Avp) from Shimadzu 
(Japan). This system was coupled to a Mass Spectrometer (MS) QTRAP - 2000 
equipment from Applied Biosystems (USA), which consists of a hybrid 
quadrupole-linear ion trap mass spectrometer equipped with atmospheric 
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pressured ionisation fitted with an electrospray ionisation source (ESI). Nitrogen 
was supplied by a Nitrocraft NCLC/MS generator (Air Liquide, Spain). Separation 
of the toxins was achieved using a BDS-Hypersil C8 120 A (50×2 mm; 3µm) 
column (Phenomenex, USA) attached to a 10×2.1 mm guard cartridge (Thermo, 
USA). During the analyses, the column oven was set up at 25 ºC and the 
injection volume was 5 µl. The mobile phases respectively consisted of 100 % 
water with 2 mM ammonium formate and 50 mM formic acid (Phase A) and 
acetonitrile:water (95:5) with 2 mM ammonium formate and 50 mM formic acid 
(Phase B). Analyses were carried out using a linear gradient elution with a 
constant total flow rate (0.2 mL/min) and a total run time of 14 min. Initial 
conditions were 30%B, ramping up to 90%B in 8 minutes. These conditions 
were held for 3 minutes then % B was decreased in 0.5 minutes to 30% and 
maintained for further 2.5 minutes until the start of the following analysis. 
Analyst® software was used to control the instrument, process and analyze the 
data. Sample extracts were analyzed with the mass spectrometer operating in 
both positive and negative ion modes and the source parameters were as 
follow: curtain gas, 15; CAD gas, 6; IonSpray voltage, 4000 V; temperature, 450 
ºC; gas 1, 50; gas 2, 50. These parameters have been optimised using toxin 
standards by flow injection analysis. The mass spectrometer was operated in 
multiple reaction monitoring (MRM), analyzing two product ions per compound: 
one for quantification (first transition) and the other for confirmation (second 
transition). In negative ion mode, the transitions selected were: OA and DTX-2: 
803.6 > 255.2/113.5; DTX-1: 817.6 > 255.2/113.5. In positive ion mode, the 
transitions selected for PTX2 were 876.5 > 823.5/213.1.  
 
3. Results 
SPATT field trials took place for 3 years in European coastal waters with the 
aim to assess if this passive sampling technique had the potential to act as an 
early warning system for marine biotoxins before shellfish contamination. In this 
study the SPATT bags containing SP700 resin were retrieved on a weekly basis 
or fortnightly and returned to the laboratories to be extracted and analysed 
using LC-MS for the detection of DSP and PTXs. In addition, water samples 
were taken on a weekly basis at the different locations where the SPATT bags 
were deployed in order to identify the presence of toxic-producing 
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phytoplankton species (Dinophysis spp.). SPATT bags were deployed at Clew 
Bay, Killary Harbour (West coast of Ireland), Shieldaig and Loch Ewe (West 
coast of Scotland) and at Cangas, Moaña and Arosa (Rías Baixas, Galicia, 
Spain). The presence of DSP toxins and PTX-2 was monitored in the SPATT 
bags during 2007, 2008 and 2009.  
 
3.1. Field trials – Ireland  
Clew Bay 
During the 2007 sampling period, 14 SPATT bags were weekly deployed from 
the 13th of August to the 27th of November. Dinophysis species were not 
detected in any of the water samples taken during the monitored period. 
However detectable amounts of OA, DTX1, DTX2 and PTX2 (figure 1A) were 
extracted from the resin. During the course of the sampling, OA was the 
predominant toxin with a median concentration of 34 ng/g, followed by DTX2 
and PTX2 which reached a maximum of 36 and 28 ng/g, respectively on the 
27th of November. Lower amounts of DTX1 were detected in the resin with a 
maximum concentration of 8 ng/g on the 17th of September. During the 2008 
monitoring period, SPATT bags were deployed for 23 weeks, from the 19th of 
May to the 11th of November. During this period D. acuminata was the only 
Dinophysis spp. detected in the water column. As shown in figure 1B, the 
dinoflagellate was only detected in July and August at low concentration (40 
cells/L). On the 25th of August, the concentration of OA in the resin (90 ng/g) 
had reached a maximum. Then, the amount of OA declined slowly and it was 
constant with a mean value of 20 ng/g. Low levels of DTX2 and PTX2 (< LOQ) 
were also accumulated in the resins. However DTX1 was not detected in the 
SPATT bags during the 2008 monitored period. The field sampling period in 
2009 started on the 25th of May and ended on the 21st of July (figure 1 C). OA, 
DTX1 and PTX2 levels in the resins were found to remain constant throughout 
June. During this month, D. acuminata was present in the water at 40 cells/L 
reaching a maximum of 400 cells/L on the 14th of July. One week after (21st of 








During the 2007 monitoring period, the SPATT bags were deployed weekly from 
the 12th of June to 4th of December (figure 2A). At the beginning of the 
experiment (June and July), OA and PTX2 were detected in the resins with 
levels around of 18 and 7 ng/g, respectively. In this period, D. acuminata was 
identified in three water samples with a concentration of 40 cells/L. While DTX1 
was not detected in any of the resins, DTX2 it was in the last weeks (from the 
23rd October to 4th December). On the 20th of November, the resins 
accumulated the highest amount of all three toxins in absence of Dinophysis 
species. In 2008, SPATT bags were deployed weekly from the 12th of May to 
30th of November. As shown in figure 2B, D. acuta was initially detected in May 
and early June at concentrations of 40 cells/L. The dinoflagellate was not 
observed until 7th of July when the concentration reached 160 cells/L. 
Subsequently, there were increases in OA levels in SPATT bags from August to 
October. During the whole period monitored DTX1 was not detected in the 
SPATTs however, little amounts of DTX2 and PTX2 (< LOQ) were extracted 
from the resins. The sampling period in 2009 started on the 1st of June and 
ended on the 26th of July (figure 2C). Slight increases of OA (from 20 to 60 
ng/g) since June to early July were detected in the SPATT bags during the 
occurrence of D. acuminata (80-400 cells/L). In addition, low levels of PTX2 
below 10 ng/g were detected in the resins; even traces of DTX1 were identified 
in the resin on the 28th of June. In the water sample taken on the 5th of July, D. 
acuminata concentration had increased and reached 1960 cells/L while D. 
acuta was also detected in the water (160 cells/L). Subsequently, extraction of 
the resin contained in the SPATT from the 12th of July showed a large increase 
in the concentration of OA reaching a maximum of 340 ng/g resin. There was 
also and increase in PTX2 recovered from the SPATT (23 ng/g) but to a much 
lesser extent. Levels of D. acuminata declined rapidly (120 cells/L) in the 
subsequent water samples while D. acuta concentration remained constant 
(130 cells/L). Finally, OA concentration in the SPATT collected on the 19th and 
26th of July were much lower than in the previous week SPATT (140 and 130 
ng/g, respectively) while PTX2 concentrations remained constant.  
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3.2. Field trials – Scotland 
Shieldaig 
In 2007, SPATT bags were weekly deployed (29/06 - 10/12). As shown in 
Figure 3A, Dinophysis spp. was detected in July water samples (20-100 cells/L) 
and a maximum concentration peak was reached on the 16th August (480 
cells/L). During August, low cell densities of Prorocentrum lima was also 
detected in two water samples (20-40 cells/L). During the summer months, the 
levels of OA and PTX2 accumulated in the SPATT oscillated between 20 and 
40 ng/g and between 6 and 50 ng/g respectively. Minor quantities of DTX1 and 
DTX2 were also recovered from the resin with levels below 10 ng/g. From mid-
September, the amount of OA and PTX2 recovered weekly from the SPATT 
decreased with concentrations oscillating between 6 and 20 ng/g while few 
Dinophysis spp. cells (maximum ca. 60 cells/L) were detected in the water 
samples. It is interesting to note that late in the year, in Mid-November, DTX2 
concentration in SPATT reached its maximum value (12 ng/g). During the 2008 
monitored period, the SPATT bags were deployed weekly in the water from 8th 
January to 22nd September (figure 3B). Up to mid-April, OA, PTX2 and low 
levels of DTX1 and DTX2 (< LOQ) were detected in the SPATTs in the absence 
of toxin producers. From mid-May, low levels of Dinophysis spp. (20 cells/L) 
were first detected in the water, and then it increased to 100 cells/L on the 4th 
July returning back to 20-40 until late of sampling. In this period, the toxins 
concentrations remained constant (< 50 ng/g). 
 
Loch Ewe 
During the 2007 monitored period, 51 SPATT bags were deployed weekly from 
15th January to 31st December (Figure 4A). Low cell concentrations of D. 
acuminata were detected in the water column during April (20 cells/L). Six 
weeks later (18/06), the maximum concentration of D. acuminata (120 cells/L) 
was reached in the water. Some morphologically ambiguous Dinophysis spp. 
were also detected in the water (220 cells/L) on the 20th of August. There were 
no really significant increases of OA and PTX2 concentrations in the SPATT 
during the summer period. Low levels of DTX1 (< LOQ) were also found in the 
SPATT in August and September. During this period D. norvegica and P. lima 
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were episodically detected in the water column at concentrations of 20-40 
cells/L. Extraction of the SPATT retrieved on the 10th of December resulted in 
higher levels of OA, DTX2 and PTX2 than in the previous SPATTs. Detectable 
amounts of DTX1 were also accumulated in the same SPATT.  
During the first part of the year 2008 (January-July), the SPATT bags 
accumulated OA, DTX2 and PTX2 (Figure 4B) with concentrations detected no 
below 25 ng/g (OA). During this period, D. acuminata, P. lima and some 
unidentified Dinophysis spp. were occasionally detected in low quantities (20 
cells/L). From July to late October, these dinoflagellate species were more 
frequently detected. In addition, D. norvegica was also detected (20 cells/L) in a 
water sample collected on the 18th of August. There was a sudden increase in 
Dinophysis spp. concentration (480 cells/L) in a water sample collected on the 
25th of August. During this period, extraction of the resin filled SPATT bags 
showed higher levels of OA (peak in early October) and PTX2 (peak in August). 
DTX1 and DTX2 were also detected in the resin extracts at low levels. SPATT 
bags were also deployed on a weekly basis during 2009 (Figure 4C) and mainly 
accumulated OA and PTX2 as well as minor amounts of DTX1 and DTX2. 
There was, on the 20th April a small increase in Dinophysis spp. cells detected 
in the water column but there was no increase in DSP toxins in the SPATT bags 
subsequently analysed. There were three other episodes in mid-July, end of 
August and September where the concentration of Dinophysis spp. cells 
increased and reached 220 cells/L, 160 cells/L and 60 cells/L respectively. 
These phytoplankton episodes were subsequently followed, by increased levels 
of OA and PTX2 in the resin extracts. From mid-October, the amount of toxins 
recovered from the SPATT bags reached the low levels found during the winter 
months. Similarly during the same period, few sporadic Dinophysis spp. cells 
were detected in the water column.  
 
3.3. Field trials – Rías Baixas (Galicia, Spain) 
Cangas 
Field monitoring sampling was carried out in 2007 from the 24th of July to 26th of 
November. As shown in Figure 5A, D. acuminata was present in the water on 
the 2nd of July (prior to the bags deployment) at concentrations of 1440 cells/L. 
D. rotundata and an unknown Dinophysis spp. were also detected in the water 
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at this date (40 cells/L). D. acuminata reached high concentrations again on the 
30th of July (1360 cells/L). Then, the resins indicated high OA levels (775 ng/g) 
from 24th of July to 6th of August. Concurrently, the shellfish production areas 
were closed from 23rd of July to 6th of September due to a positive mouse 
bioassay resulted of shellfish monitoring that was performed during the 
experiment. From the 10th of September to 3rd of December D. rotundata, D. 
diegensis, D. caudata and unknown Dinophysis spp. were present in the water 
at concentrations of 40 cells/L. D. acuta was also detected but at 120 cells/L 
while the D. acuminata concentrations were more variable. During this period 
the resins accumulated 192 ng of OA, 176 ng of PTX2 and 41 ng of DTX2 per g 
of resin while DTX1 was not identified in the monitored period. During the 2008 
monitoring field trial, the SPATT bags deployment frequency varied from 1 week 
to 1 month from 3rd of March to 25th of August (figure 5B). At the beginning of 
the monitored period (March-April), levels of D. acuminata oscillated between 
40 and 280 cells/L while low levels of toxins were detected in the couple of 
SPATT deployed during the same period (50 ng/g OA and less than 10 ng/g for 
DTX2 and PTX2). The first half of May was characterised by a large increase in 
the number of D. acuminata cells present in the water column with a maximum 
of 1760 cells/L reached on the 19th of May. The SPATT bag deployed during 
May accumulated much higher levels of OA (204 ng/g). During this period (from 
8th of May to 2nd of July), the shellfish production areas were closed as a result 
of a positive mouse bioassay. From the second half of May, the number of D. 
acuminata cells gradually declined to pre-bloom levels until a smaller bloom 
started towards the end of July. On the 4th of August, a maximum level of 360 
cells/L of Dinophysis was reached then quickly receded. Similarly, levels of OA 
in the SPATT bag deployed over the July period increased (90 ng/g) and it was 
in the SPATT bag deployed during August that the OA levels plateaued (157 
ng/g). DTX2 and PTX2 were also detected in the last SPATT bag but in minor 
quantities. During this second D. acuminata bloom, from 28th of July to late 
August, the shellfish harvesting areas were closed again as a consequence of a 








During the 2007 monitoring field trial period, four SPATT bags were deployed 
between the 4th of July and the 28th of November (Figure 6A). D. rotundata, D. 
acuminata and a non identified Dinophysis spp. were detected in the water 
column on the 2nd of July at 40, 920 and 120 cells/L respectively. The SPATT 
bag deployed for almost 3 weeks in July contained high levels of OA (458 ng/g) 
but DTX1, DTX2 and PTX2 were not detected. During the same month, the 
shellfish production area was closed as a consequence of a positive mouse 
bioassay. The cell concentration of D. acuminata gradually declined from mid-
July and levels during the rest of the year mainly oscillated between 0 and 50 
cells/L with the exception of early August and mid-September where spike of  D. 
acuminata occurred (200 cells/L and 160 cells/L, respectively). Concentrations 
of OA in the three SPATT bags deployed during the rest of the year also 
declined gradually. Traces of PTX2 were detected in the SPATT bag retrieved 
on the 3rd of September. In the water sample collected on the 17th of 
September, a non identified Dinophysis spp. was detected (320 cells/L) and on 
the SPATT bag collected on the 28th of November, there was a higher PTX2 
concentration (43 ng/g) and also a minor amount of DTX2 (12 ng/g). The field 
sampling carried out in 2008 started on the 25th of February and ended on the 
25th of August (figure 6B). During the first month of sampling, Dinophysis 
species were not detected in the water. However, the resins indicated OA 
concentrations in the ranging 18 - 43 ng/g and traces of DTX2 and PTX2. On 
the 12th of May, D. acuminata was first detected at 40 cells/L and then it 
increased until a maximum of 440 cells/L on the 26th of May. This increase was 
associated with a higher accumulation of OA (200 ng/g) in the resin on the 2nd 
of June. At the same time, the production area of mussels was closed from 19th 
of May to 9th of June as consequence of a positive mouse bioassay. Since early 
of July, D. acuminata cells were declined with the OA levels in the resins. Then, 
in late July and mid-August, D. acuminata was detected again in the water at 80 
and 40 cells/L, respectively. Subsequently, on the 25th of August, SPATT 
extract indicated an OA concentration of 117 ng/g and low amounts of DTX2 
and PTX2 (< LOQ). 
 




In the field sampling period in 2008, SPATT bags were deployed for a 7 week 
period from 7th of April to 2nd of June and then, the sampling frequency was 
carried out fortnightly until 19th of December (figure 7A). Low levels of OA (10 
ng/g) were detected in April in absence of known causative dinoflagellates. D. 
acuminata was first detected on the 5th and then 26th of May at concentrations 
of 200 and 360 cells/L, respectively. The appearance and increase in 
concentration of this organism was followed by higher amounts of OA in the 
resins immersed in June (65 ng/g) and August (43 ng/g). D. acuminata was not 
detected until September when reached a concentration of 520 cells/L (day 9th). 
Then it declined quickly one week after and remained at 40 cells/L to late 
October. In this period (since September to early October) SPATTs 
accumulated a maximum OA amount of 80 ng/g. In November and December, 
the OA concentration was around 10 ng/g again. DTX1, DTX2 and PTX2 were 
not detected through the monitored period. 
In the field sampling performed in 2009, the SPATT bags were weekly deployed 
from the 14th of January to the 18th of June (figure 7B). In the first three months, 
the resins accumulated trace levels of OA in the absence of toxin producers. On 
the 31st of March and 7th of April, D. acuminata and an unknown Dinophysis 
spp. were present in the water at 40 cells/L. Then, on the 29th of April, D. 
acuminata increased to 240 cells/L and D. rotundata was identified in the water 
at 120 cells/L. The presence of these dinoflagellates species was associated 
with an OA concentration of 66 ng/g in the resin at the same date. Then, 
dinoflagellate levels declined until mid-May (40 cells/L) just as the concentration 
of OA in the SPATTs (20 ng/g). But, on the 19th of May, D. acuminata was 
detected in the water at 120 cells/L and then the resin accumulated an OA 
amount of 50 ng/g on the 28th of May. D. acuminata and OA in the resins 
declined again to early of June, but on the 9th of this month, the dinoflagellate 
reached a concentration of 240 cells/L and the SPATT removed from the water 
on the 18th of June indicated 50 ng/g of OA again. PTX2 was always detected 
with OA in the resins but in amounts below LOQ while DTX1 and DTX2 were 
not identified in any of the samplers. 
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The highest amount of each toxin (OA, DTX1, DTX2 and PTX2) reached during 
the course of annual monitoring as well as the presence of phytoplankton 
species during the yearly samplings in Ireland, Scotland and Galicia are 
summarized in table 2. 
The results of the experiments described here for each location demonstrate 
that the passive solid phase adsorption technique has to provide an early 
warning of marine biotoxin shellfish contamination. The SPATT bags containing 




This paper reports the monitoring of OA, DTXs and PTXs toxins during three 
years in the West Coast of Ireland, the Northwest highlands of Scotland and in 
the Rías Gallegas (NW Spain) using SPATT bags. This approach allows 
correlate phytoplankton appearance with the toxin present in the water and 
subsequent accumulation in the passive samplers. This is discussed by 
different locations.  
In this study the levels of OA were always allowed for quantification in the 
SPATT bags even when no Dinophysis species were detected in the water.  
During the monitoring period in Clew Bay in 2007; OA, DTX1, DTX2 and PTX2 
were detected in the resins in the absence of causative dinoflagellates. Similar 
results were obtained in other field studies in Loch Ewe (Scotland) (Turrell, 
Stobo et al. 2007), Bantry Bay (Ireland) (Fux, Bire et al. 2009) and also in New 
Zealand (MacKenzie, Beuzenberg et al. 2004). The detection of toxins without 
their known producing organism is possibly due to the toxin remaining in the 
water from a previous toxic event or to the fact that the organism could have 
been missed during water sampling (Fux, Bire et al. 2009). In 2008 and 2009, 
this toxin profile was related to the presence of D. acuminata in Clew Bay as 
well as the occurrence of D. acuta in Killary Harbour. Similar situation was 
happened in a field trial in Killary in 2005, an increase of OA and PTX2 
concentration in the SPATT samplers was associated to the presence of D. 
acuta (160 cells/L) (Fux, Bire et al. 2009). Indeed in New Zealand, these toxins 
are always found together in D. acuta and D. acuminata (MacKenzie, 
Beuzenberg et al. 2005). Besides, toxin profiles of D. acuta have been 
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described in the coast of Portugal characterized by the presence of DTX2 (Vale 
and Sampayo 2000) and high levels of OA and DTX2 were found in D. acuta 
from Ireland (Carmody, James et al. 1996; James, Bishop et al. 1997). However 
DTX2 has not been reported in European D. acuminata (MacKenzie, 
Beuzenberg et al. 2005). Nevertheless, in the study performed here, DTX2 was 
detected at quantifiable levels in the SPATT bags in Ireland, Scotland and 
Galicia when D. acuminata was present. This could be due to the prior 
presence of the others Dinophysis spp. that could have contaminated to D. 
acuminata. 
During the field sampling carried out in Scotland, OA and PTX2 were also the 
predominant toxins, while DTX1 and DTX2 were detected in minor amounts in 
the resins. This toxin profile was recurrent in the two locations of sampling 
(Shieldaig and Loch Ewe). Although a greater proportion of Dinophysis spp. (D. 
acuminata and D. norvegica) was observed in the phytoplankton population, a 
low Prorocentrum lima cells were detected in the water column. This organism 
is also a known producer of OA and DTXs (Nascimento, Purdie et al. 2005). 
Nevertheless, OA and PTX2 have been reported to be generally present in the 
toxic dinoflagellates Dinophysis spp. (Suzuki 2008). So therefore, OA has been 
identified as the major toxin in D. norvegica and D. acuminata (Cembella 1989) 
from the east coast of North America and also high OA concentrations were 
found in D. acuminata from the Bay of Seine (northern France) (Marcaillou, 
Gentien et al. 2001). 
In the monitoring carried out in the Rías Baixas in Galicia (Spain), OA was also 
the main toxin in the SPATT bags. High D. acuminata concentrations (920-1440 
cells/L) in the water were followed by an OA concentration increase in July and 
August 2007. From September to December, D. acuta, D. rotundata, D. 
caudata, D. diegensis, D. acuminata and an unknown Dinophysis spp. were 
detected in the water and PTX2 and DTX2 were identified in the resins. PTX2 
was found to be the major component of the toxin profile of D. acuta and D. 
caudata in the Rías Gallegas in 2001 (Luisa Fernandez, Reguera et al. 2006). 
Therefore the appearance of PTX2 in the resins could be also associated to the 
presence of these species. The occurrence of D. acuminata in 2008 and 2009 
as the predominant Dinophysis spp. in the water was related with the OA 
accumulation in the SPATT bags deployed in the three sampling Galicia 
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locations: Cangas, Moaña and Arosa. Trace levels of PTX2 and DTX2 were 
also identified in the resins retrieved from Cangas and Moaña while in Arosa, 
OA was the only toxin detected. It is possible that DTX2 was associated to the 
presence of D. acuta, althought this organism was just detected at one occasion 
(28th of April 2008) during sampling in Cangas. Several authors have described 
wide inter-annual variations in the DTX2 content of D. acuta from the Rías 
Gallegas with OA to DTX2 ratios of 3:1-7:1 (Fernández, Reguera et al. 2001). 
Previous results on the identification of Dinophysis species with the toxin profile 
here described (OA, DTX2 and PTX2) have been reported in the Rías Gallegas 
of Vigo and Pontevedra (Luisa Fernandez, Reguera et al. 2006; Villar-
Gonzalez, Rodriguez-Velasco et al. 2007). DTX2 and PTX2 outbreaks in 
Northern Portugal are always related to the occurrence of D. acuta and to a 
minor extent, of D. fortii (Vale and Sampayo 2002). In addition, seven species of 
Dinophysis (D. acuminata, D. acuta, D. fortii, D. rotundata, D. mitra, D. 
norvegica and D. tripos) were identified from Japan and Europe to produce 
either OA or DTX1, or both (Lee, Igarashi et al. 1989). In this study, low levels 
of DTX1 were detected in Ireland and Scotland; however it was not found 
evidence of the presence of DTX1 in the Rías Gallegas. 
The methanolic extracts obtained from the SPATT bags were checked by LC-
MS, it resulted in the definitive identification and accurate quantification of 
compounds at quantifiable levels. The results shown here have important 
implications for phycotoxins monitoring programmes. In the Rías Baixas of 
Galicia, several shellfish harvesting areas affected by the toxic episode were 
closed for periods due to positive animal bioassay responses. This happened in 
Cangas and Moaña when OA/DTXs concentrations in mussels exceeded the 
regulatory limit (160 µg/kg OA equivalents). Similarly in Ireland and Scotland 
field trials, toxins in the SPATT bags preceded the cumulative concentration of 
toxins by shellfish. In these cases the shellfish production areas were always 
opened during the monitoring periods. Even though, the dinoflagellates 
concentration in the water reached high levels in punctual weeks, these values 
decreased quickly. It is possible that the mussels did not filter enough toxins to 
overcome the regulatory limits and lead to closed. 
Previously, a synthetic adsorbent resin DIAION HP20, in the form of spherical 
beads was used for the adsorption of phycotoxins from seawater (MacKenzie, 
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Beuzenberg et al. 2004; Fux, Marcaillou et al. 2008; Rundberget, Gustad et al. 
2009). However, in the present study SP700 was selected because prior 
experiments demonstrated that this resin appeared to be superior to the HP20 
resin for their rapid adsorption of OA from both seawater and deionised water 
(Turrell, Stobo et al. 2007). The adsorbent resin (SP700) in the bags adsorbs 
and retains DSP and other lipophilic toxins, and thus provides a time average 
indicator of toxin concentration in the water. In addition, the SPATT bags have 
the advantage that directly targets the toxic compounds of interest and is 
effective where no shellfish exist naturally (i.e. at sentinel sites) because the 
time and spatially integrated sampling simulates the shellfish uptake 
(MacKenzie 2010). Another advantage is that SPATT bags are more easily 
stored and cheaper to transport, and provide matrices relatively clean for the 
analytical laboratory. The effect of frozen (-20 ºC) storage of the SPATT 
sachets prior to toxins extraction and analysis was investigated before and 
freezing did not significantly affect the recovery or determination of toxins from 
SP700 (Turrell, Stobo et al. 2007). Besides, the materials from which the 
SPATT bags are constructed are cheap and a significant cost savings within 
biotoxin monitoring programmes are possible using this method because of the 
rapid and simple sampling.  
In relation with the algal counting as a monitoring tool exists one difficult and is 
that algal blooms can be short-lived and mobile, and thus occur between algal 
samplings. Therefore, the passive sampling bags are a valuable tool in that 
locations, where the algal counts can change quickly from no Dinophysis, up to 
400 cells/L and back to a few cells/L again during one week. With passive 
samplers, the water column is continuously being sampled and hence provides 
an integrated measurement of toxin levels throughout the exposure period. 
Another problem with algal counting is that can only provide effective monitoring 
for toxins when the identity of the toxigenic species is known, whereas this 
information is not necessary when using passive sampling devices 
(Rundberget, Gustad et al. 2009). 
In conclusion, SPATT technique is the very high sensitivity that is achievable 
which provides the opportunity for lengthy early warning periods. This was 
apparent during the SPATT field trial when cell numbers were either very low or 
undetectable. During the SPATT monitoring in the West Coast of Ireland, 
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Scotland and in the Rías Gallegas, there were good temporal relationships 
between D. acuminata abundance and the concentrations of OA in the SPATT 
bags. Lower concentrations of PTX2 and also DTX1 and DTX2 could be 
identified in the SPATTs in presence of other Dinophysis spp. In addition, 
coupling SPATT bags with rapid and field friendly methods for the detection of 
adsorbed toxins it can provide early warning of impending bloom events.  
If the SPATT method is to be used as a regulatory food safety monitoring tool, 
there is a need for a set of standardized, validated sampling units that will be 
applicable to all algal-toxin groups. A consensus as to the form and composition 
of the materials has to be established. However, the present sum of knowledge 
may already enable SPATT to be used as a supplementary technique to reduce 
the labour content and costs associated with the traditional shellfish and 
plankton monitoring methods. 
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Figure 1: Toxins and phytoplankton results in Clew Bay (West Coast of Ireland). (A): 
concentrations of OA, DTX1, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags (from 13th of August 
to 27th of November 2007). (B): concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the SPATT 
bags (from 19th of May to 11th of November 2008) and concentrations of D. acuminata 
in the water column. (C): concentrations of OA, DTX1 and PTX2 in the SPATT bags 
(from 25th of May to 21st of July 2009) and concentrations of D. acuminata in the water 
column. 
 






Figure 2: Toxins and phytoplankton results in Killary Harbour (West Coast of Ireland). 
(A): concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags (from 12th of June to 4th 
of December 2007) and concentrations of D. acuminata in the water column. (B): 
concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags (from 12th of May to 30th of 
November 2008) and concentrations of D. acuta in the water column. (C): 
concentrations of OA, DTX1 and PTX2 in the SPATT bags (from 1st of June to 26th of 
July 2009) and concentrations of D. acuminata and D. acuta in the water column. 






Figure 3: Toxins and phytoplankton results in Shieldaig (West Coast of Scotland). (A): 
concentrations of OA, DTX1, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags and concentrations 
of Dinophysis spp. and P. lima in the water column from 29th of June to 10th of 
December 2007 and (B): from 8th of January 2008 to 22nd of September 2009. 
 





Figure 4: Toxins and phytoplankton results in Loch Ewe (West Coast of Scotland). (A): 
concentrations of OA, DTX1, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags and concentrations 
of Dinophysis species and P. lima in the water column from 15th of January to 31st of 
December 2007; (B): from 7th of January to 29th of December 2008 and (C): from 5th of 
January 2008 to 28th of December 2009.  





Figure 5: Toxins and phytoplankton results in Cangas (Rías Baixas, Galicia, Spain). 
(A): concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the two SPATT bags deployed from 24th 
of July to 6th of August and from 12th of September to 26th of November 2007 and 
concentrations of Dinophysis species in the water column (from 2nd of July to 3rd of 
December). (B): concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags and 
concentrations of D. acuminata and D. acuta in the water column (from 3rd of March to 
25th of August 2008). 






Figure 6: Toxins and phytoplankton results in Moaña (Rías Baixas, Galicia, Spain). 
(A): concentrations of OA, DTX2 and PTX2 in the SPATT bags deployed from 4th of 
July to 28th of November 2007 and concentrations of Dinophysis species in the water 
column (from 2nd of July to 3rd of December 2007). (B): concentrations of OA, DTX2 
and PTX2 in the SPATT bags and concentrations of D. acuminata in the water column 
(from 25th of February to 25th of August 2008). 






Figure 7: Toxins and phytoplankton results in Arosa (Rías Baixas, Galicia, Spain). (A): 
concentrations of OA in the SPATT bags and concentrations of D. acuminata in the 
water column (from 7th of April to 19th of December 2008). (B): concentrations of OA 
and PTX2 in the SPATT bags and concentrations of Dinophysis spp. in the water 
column (from 14th of January to 18th of June 2009). 
                                                                                                                                  Publicaciones 
 132 
 
Table 1: Number of mesh bags deployed in each shellfish harvesting area of Ireland, 
Scotland and Galicia Coasts and the frequency and sampling time during 2007, 2008 



























12 Jun-       
4 Dec 
29 Jun-   
10 Dec 
15 Jan-       
31 Dec 
24 Jul-   
26 Nov 
4 Jul-    
28 Nov 
— 
Frequency* weekly weekly weekly weekly fortnightly fortnightly — 
Nº mesh 
bags 
14 25 18 51 2 4 — 
2008 
Time-scale 
19 May-     
11 Nov 
12 May-     
30 Nov 
8 Jan-       
22 Sep 
7 Jan-     
29 Dec 
3 Mar-       
25 Aug 




Frequency* weekly weekly weekly weekly fortnightly fortnightly fortnightly 
Nº mesh 
bags 
23 26 30 52 7 7 14 
2009 
Time-scale 
25 May-   
21 Jul 
1 Jun-       
26 Jul 
— 
5 Jan-     
28 Dec 
— — 
14 Jan-  
18 Jun 
Frequency* weekly weekly — weekly — — fortnightly 
Nº mesh 
bags 
8 8 — 52 — — 17 
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Table 2: Ireland, Scotland and Galicia results – Highest amount detected of each toxin 
during the annual monitoring and presence of phytoplankton species in each year. (* 
means: Limit of quantification for each toxin in ng/g; ** means: Morphologically 
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Se acepta generalmente que las HABs están aumentando en frecuencia, 
intensidad y duración en todos los ambientes acuáticos en una escala global. 
Estos episodios son responsables de importantes pérdidas en el sector 
acuícola, pesquero y marino mundial [390, 391]. La causa de esta expansión 
podría ser el calentamiento global, sin embargo hay relativamente pocos 
trabajos que expliquen esta conexión  [392-394]. El principal problema es la 
dificultad de separar la influencia del cambio climático de otros factores 
antropogénicos, como la eutrofización, la introducción de aguas de lastre de los 
barcos o el incremento del tráfico marítimo, que se sabe que contribuyen a la 
aparición de algunas floraciones de algas tóxicas. Teniendo en cuenta que el 
crecimiento del fitoplancton está fuertemente determinado por la temperatura, 
la luz y la disponibilidad de nutrientes, no es de extrañar que las interacciones 
clima – océano den como resultado cambios en el fitoplancton que pueden 
influir en el desarrollo de las HABs [395, 396]. En cualquier caso, la 
consecuencia final es que especies de microalgas tóxicas típicas de un área 
geográfica, aparecen con más frecuencia o bien se extienden a otras regiones 
donde antes no se detectaban. Por ejemplo, los dinoflagelados del género 
Gambierdiscus, endémicos de las regiones tropicales y subtropicales con 
arrecifes coralinos, pueden aparecer en otras latitudes por un aumento en la 
temperatura del agua [397]. El resultado de esta aparición da lugar a CFP en 
zonas geográficas distintas [398]. Asimismo los dinoflagelados del género 
Alexandrium, productor de toxinas PSP, tienen hoy en día una distribución 
global al igual que las toxinas DSP, las YTXs, PTXs y los AZAs. Las toxinas 
NSP están principalmente limitadas a Estados Unidos y Nueva Zelanda, 
mientras que las toxinas lipofílicas ocurren más frecuentemente en Europa [8]. 
Por otro lado, la apertura del canal de Suez en 1869 ha favorecido la invasión 
de muchas especies marinas procedentes del océano Índico, a través del mar 
Rojo que se han establecido recientemente en el Mediterráneo [399]. La 
migración de estas especies, peces u otros animales marinos, está dando lugar 
a intoxicaciones que anteriormente se asociaban a regiones tropicales. Como 
es el caso de las intoxicaciones producidas por las TTXs. Estas intoxicaciones 
ocurren frecuentemente en países asiáticos debido al consumo de peces globo 
o pequeños gasterópodos contaminados con estas toxinas [322, 342]. Sin 
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embargo, en la presente tesis doctoral se describe el primer caso de 
intoxicación por TTX en las costas europeas. La TTX y el análogo 5,6,11-
trideoxyTTX se detectaron en la glándula digestiva de una caracola de la 
especie Charonia lampas además de en los fluidos de un paciente intoxicado 
por el consumo de esta caracola. Asimismo otras intoxicaciones han ocurrido 
recientemente en el mar Mediterráneo debido al consumo de peces globo 
tóxicos. Estos peces posiblemente se asentaron en el Mediterráneo como 
consecuencia de la migración lessepsiana [332]. Estos hallazgos alertan sobre 
la posibilidad de que los organismos (microalgas, bacterias…) implicados en la 
producción de las TTXs se están extendiendo por zonas menos cálidas y sus 
toxinas son transferidas a través de la cadena alimentaria marina.  
La captura de peces o gasterópodos, contaminados con toxinas de aguas 
tropicales y subtropicales en el océano Atlántico o en el mar Mediterráneo 
tienen gran importancia epidemiológica. Este fenómeno podría suponer un 
indicio de las posibles consecuencias del calentamiento global sobre la 
seguridad alimentaria. Las intoxicaciones, que antes se diferenciaban por el 
área geográfica en la que sucedían son actualmente más difíciles de distinguir, 
ya que aparecen nuevas toxinas, aumenta el número de análogos de las ya 
conocidas y además hay diferentes toxinas que producen los mismos efectos 
tóxicos, como por ejemplo, STXs y TTXs. Estas toxinas tienen una estructura 
similar [277, 400], un mecanismo de acción común [356, 357] y causan 
síntomas similares en una intoxicación. De hecho, han sido identificadas juntas 
en una variedad de organismos [209, 335, 401, 402]. Y por ello, una 
intoxicación debida a TTXs puede ser erróneamente atribuida a toxinas PSP. 
En este sentido, el diagnóstico clínico de la intoxicación por Charonia lampas 
ocurrida en Málaga, que se describe en el presente trabajo se debió 
inicialmente a la presencia de toxinas PSP en la caracola, ya que estas toxinas 
aparecen frecuentemente en aguas más frías [403]. Además, el MBA dio 
positivo para estas toxinas. Sin embargo los análisis realizados por HPLC-FLD 
mostraron que la STX no era la toxina implicada en la intoxicación. Finalmente 
los análisis por LC-MS/MS confirmaron la presencia de TTXs en las muestras. 
Se han descrito resultados similares utilizando estas tecnologías para informar 
sobre otros casos de intoxicación por TTX después del consumo de pescado 
[371, 404]. Así pues, la investigación se centra cada vez más en el uso de 
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métodos analíticos adecuados que permitan aislar e identificar las toxinas y así 
poder clasificarlas dentro de un mismo grupo [209, 369, 370, 405]. 
Las distintas condiciones ecológicas y climáticas determinan perfiles de toxinas 
distintos. Esto es un problema a la hora de determinar la toxicidad de una 
muestra debido a que hay toxinas que son más toxicas que otras. Por ello, es 
necesario complementar los métodos analíticos (HPLC, LC-MS) con los 
métodos funcionales (MBA, ELISA, entre otros). Los primeros permiten 
conocen el perfil de toxinas real de una muestra mientras que los segundos nos 
informan de la toxicidad total de la misma. En este sentido, la combinación de 
estudios instrumentales, toxicológicos y cinéticos se utilizó en la investigación 
realizada con las muestras de Charonia lampas. Y así se observó que aunque 
el análogo 5,6,11-trideoxyTTX se detectó en una cantidad 3 veces superior a la 
TTX en todas las muestras, su toxicidad fue mucho menor. Lo que ya se había 
apuntado anteriormente [406]. 
El hecho de que la TTX aparezca con más frecuencia en Europa, y que cada 
vez se conozcan más análogos de esta toxina, hace que el desarrollo de 
métodos analíticos que permitan la identificación de todos los análogos 
presentes en una muestra cobre mucha importancia. Recientemente estas 
toxinas han sido detectadas en los tejidos de peces globo de la especie 
Lagocephalus sceleratus capturados en el mar Egeo, Grecia [328]. Por eso, se 
desarrolló un método de LC-MS/MS con el que se consigue identificar y 
cuantificar los análogos de TTX presentes en las muestras mediante la 
monitorización de reacciones múltiples (MRM). La identificación de los 
análogos se basa en los espectros iónicos obtenidos a partir de la 
fragmentación paterna de cada molécula y la comparación de estos con los 
descritos por otros autores [367]. Esta técnica ofrece una herramienta sensible 
que permite detectar varias toxinas en un solo análisis y en cantidades en el 
rango nanomolar [209, 369, 370, 405]. 
No todas las toxinas PSP muestran la misma toxicidad y los perfiles de estas 
toxinas son diferentes en muestras de dinoflagelados y en muestras de 
moluscos debido a las conversiones que se producen durante su 
metabolización. Actualmente en la UE, los métodos oficiales para la detección 
de estas toxinas son el MBA [286] y el método de HPLC-FLD, con oxidación 
pre-columna de Lawrence [288]. El trabajo llevado a cabo en la presente tesis 
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doctoral se centró en la detección de las toxinas PSP en diferentes muestras 
de moluscos y dinoflagelados utilizando el método de Lawrence. Debido a los 
inconvenientes encontrados en este método [317] las muestras también se 
analizaron por el método de HPLC-FLD con oxidación post-columna basado en 
el método descrito por Oshima [310]. Este método ha sido utilizado durante 
años por muchos laboratorios para la detección de toxinas PSP en sus 
controles rutinarios. Hoy en día el método de Oshima está sometido a 
continuas variaciones y se sigue utilizando como una alternativa al MBA 
aunque no oficialmente [239, 311, 314, 320, 407]. El objetivo de utilizar los 
métodos de Lawrence y Oshima en la detección de toxinas PSP fue evaluar las 
ventajas e inconvenientes de ambos métodos cuando se analizan muestras 
con diferentes perfiles de toxinas.  
Además de la detección de las toxinas, es importante distinguir entre 
microalgas tóxicas y no tóxicas dentro de una misma especie y el hecho de que 
especies tóxicas lo sean en una región y no en otra cercana. Como ocurre con 
los dinoflagelados del género Alexandrium en las costas de Irlanda. [241, 378]. 
Ya que la monitorización del fitoplancton es una herramienta muy utilizada en el 
control oficial. En este sentido, parte de la investigación realizada en el 
presente trabajo se centró en el estudio de las distribuciones de A. minutum y 
A. tamarense en las costas de Irlanda. Se estudiaron muestras recogidas 
durante una floración de especies de Alexandrium en el verano del 2006 en 
Cork Harbour. Estas muestras se analizaron por el método de HPLC-FLD de 
Oshima con el objetivo de obtener un perfil tóxico detallado, ya que este 
método es capaz de separar todas las toxinas PSP. De esta forma se identificó 
la GTX3 como la toxina dominante en A. minutum además de la detección de 
las Cs que no se habían observado con anterioridad en Cork. Sugiriendo que 
estas toxinas pueden ser sintetizadas bajo ciertas condiciones 
medioambientales o bien podría tratarse de una subpoblación de A. minutum 
que produce las Cs además de GTX2,3. 
Un sistema de alerta temprana de la aparición de las HABs y la contaminación 
con biotoxinas es importante para proteger a los consumidores de productos 
marinos. Muchos países tienen hoy en día programas de monitorización del 
fitoplancton así como controles de las toxinas marinas en los moluscos. Sin 
embargo, a veces resulta difícil seguir la dinámica de una floración (formación, 
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duración y dispersión), debido a las variaciones de toxicidad de las microalgas 
y la convivencia de especies de algas tóxicas con no tóxicas. Como 
consecuencia se pueden producir alertas innecesarias. Por lo tanto, la 
investigación se centra cada vez más en el desarrollo de métodos que permitan 
el seguimiento de la toxina in situ en la columna de agua mediante la utilización 
de muestreadotes pasivos. 
Desde que se desarrolló el sistema SPATT [375], se ha probado la técnica en 
distintos estudios y además se han experimentado diversos sustratos de 
adsorción. Sin embargo la mayoría se centraron en la detección de toxinas del 
grupo del OA, PTXs, YTXs y AZAs [408-412]. En vista de esto, parte de los 
resultados mostrados en esta tesis, se basa en el estudio de la adsorción 
pasiva en fase sólida para las toxinas PSP y también para toxinas lipofílicas 
disueltas en agua de mar. Este trabajo se realizó en el contexto del proyecto 
europeo SPIES-DETOX [389]. Se evaluó la adsorción y desorción de estas 
toxinas sobre los poros de la resina sintética SP700 y el polímero CDP. Ambos 
sustratos fueron examinados anteriormente en otros trabajos en donde 
mostraron su afinidad por estas toxinas [413, 414]. Los resultados de los 
experimentos demostraron que tanto el polímero CDP como la resina SP700 
adsorben un amplio rango de toxinas PSP además de OA y DTXs, mostrando 
el polímero CDP más afinidad por las toxinas PSP. Este sistema de adsorción 
pasiva, utilizando CDP y/o SP700 podría proporcionar una información 
detallada mediada en el tiempo sobre el perfil de toxinas hidrofílicas presentes 
en la columna de agua.  
Conjuntamente con los experimentos anteriores, se realizaron estudios de 
campo, utilizando la resina SP700 como un muestreador pasivo para 
monitorizar la presencia de toxinas lipofilicas en aguas de las costas europeas. 
Este trabajo, basado en la técnica SPATT se llevo a cabo durante tres años en 
diferentes localizaciones de Irlanda, Escocia y España. El sistema de bolsas 
SPATT permitió establecer una buena correlación entre la cantidad de células 
de los dinoflagelados productores de las toxinas y la cantidad de estas toxinas 
en las resinas, incluso aún cuando estas estaban disueltas en pequeñas 
cantidades en la columna de agua. La técnica SPATT, acoplada con métodos 
de detección rápidos y sensibles que permitan determinar la concentración de 
las toxinas, podría ser empleada por la industria de la acuicultura y por las 
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autoridades reguladoras como una tecnología de alerta temprana para predecir 
los cierres de las zonas de recolección de moluscos como consecuencia del 
desarrollo de las HABs. 
Como conclusión y debido al continuo incremento de las HABs es necesario 
aumentar los controles de vigilancia, tanto de las microalgas tóxicas como de 
las toxinas marinas. Así como desarrollar métodos de detección que permitan 
cuantificar todas las toxinas en cualquier tipo de muestra y asegurar que 
cumplen con los límites prescritos en la UE. El problema es que la aparición de 
nuevas toxinas y la falta de estándares certificados para todas ellas hacen 
difícil su correcta identificación. Asimismo, una revisión de las biotoxinas 
marinas reguladas en la legislación de la UE debería ser reconsiderada, ya que 
algunas toxinas reguladas han demostrado no representar un riesgo para la 
salud, como es el caso de la YTX y algunas no reguladas han demostrado ser 
perjudiciales y/o ocurrir en las costas europeas, como las TTXs, CTXs, PlTXs y 
algunas iminas cíclicas [415]. Por lo tanto, desde que las toxinas de aguas 
templadas aparecen con más frecuencia en las costas europeas y pueden 
suponer un problema de salud pública, es necesario establecer límites 
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 La cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas es una 
técnica eficaz y sensible para separar e identificar, con bajos límites de 
detección, los análogos de la tetrodotoxina en distintas matrices. 
 
 La tetrodotoxina y el análogo 5,6,11-trideoxyTTX son las toxinas 
responsables de una intoxicación alimentaria debida al consumo de una 
caracola de la especie Charonia lampas recogida en la costa de 
Portugal. 
 
 La presencia de tetrodotoxina y sus análogos en gasterópodos y peces 
recogidos en las costas europeas pone de manifiesto un problema 
emergente en los sistemas de control que debe de ser considerado. 
 
 El método de cromatografía líquida de alta eficacia con detección 
fluorescente y oxidación post-columna de Oshima permite determinar la 
cantidad individual de cada toxina PSP y conocer el perfil de toxinas real 
de muestras de dinoflagelados. 
 
 El método oficial de cromatografía líquida de alta eficacia con detección 
fluorescente y oxidación pre-columna de Lawrence es un método 
sensible que detecta cantidades pequeñas de toxinas PSP, aunque no 
permite una correcta identificación de todos los análogos presentes en 
muestras de moluscos. 
 
 Tanto la resina SP700 como el polímero CDP adsorben un amplio rango 
de toxinas PSP y toxinas lipofílicas; el polímero CDP es más eficaz para 
la adsorción pasiva de toxinas PSP. 
 
 El uso de la adsorción pasiva, utilizando la resina SP700, puede ser un 
sistema de alerta temprana de la presencia de toxinas lipofílicas y de las 
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